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1 Einleitung 5 
1 Einleitung   
1.1 Bedeutung, Aufbau und Immobilisierung von Sacchariden 
Saccharide der Zelloberfläche spielen eine wichtige natürliche Rolle. Sie sind Bestandteil der 
extrazellulären Matrix (EZM), die von den Zellen selbst gebildet und organisiert wird. Sie ist 
ein hydratisiertes dynamisches Netzwerk aus unterschiedlichen Makromolekülen wie 
Proteoglykanen, Glykoproteinen, Glykolipiden oder Strukturproteinen (Rosso et al., 2004). 
Im Vergleich mit den Glykoproteinen und den Glykolipiden sind insbesondere die 
Proteoglykane besonders stark glykosyliert. Somit sind die Glykane ein Hauptbestandteil 
dieser Matrix und übernehmen dort verschiedenste Aufgaben (Hynes, 2009). Die 
Glykokonjugate höherer Organismen dienen als strukturelle Basiselemente, als 
Erkennungsstrukturen, als Barrieren oder als Zellmodulatoren, um mit ihrer 
(nicht)biologischen Umwelt zu kommunizieren. Glykane kontrollieren zum Beispiel 
Signalwege der immunologischen Erkennung, von Zell-Zell-Adhäsion, den Angriff von 
Pathogenen oder spielen eine Rolle bei der Proteinfaltung. Abbildung 1 veranschaulicht die 
vielfältigen Interaktionen von Glykoproteinen und Glykolipiden einer Zelloberfläche, die sie 
mit verschiedenen Liganden und Nachbarzellen eingehen können. 
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Abbildung 1: Glykan Interaktionen mit diversen natürlichen Liganden. Glykanstrukturen einer 
Zelloberfläche können eine Vielzahl an verschiedenen Interaktionen eingehen, 
beispielsweise mit diversen Glykan-bindenden Proteinen wie den Lektinen, Toxinen oder 
auch Bakterien. Über Glykane können auch Kontakte mit benachbarten Zellen 
eingegangen werden (Sharon et al., 2004). 
Die Glykosylierung von Proteinen steht nur indirekt unter genetischer Kontrolle und wird 
durch diverse Synthesemechanismen erzeugt, wodurch ein hohes Niveau an Komplexität und 
Vielfalt erzielt wird. Dabei übertrifft die Glykosylierung den Informationsgehalt des Genoms 
bei Weitem. So ermöglichen Glykane verschiedenste Erweiterungen der Proteinstruktur und 
beeinflussen dadurch deren Funktion. Ein prominentes Beispiel für die wichtige Rolle der 
Glykane sind die Blutgruppenantigene A, B und 0, die durch unterschiedliche 
Glykanstrukturen auf Erythrozyten definiert werden (Marcus, 1969). 
Die enorme Vielfalt entsteht durch den natürlichen Aufbau der Polysaccharide. Glykane sind 
aus unterschiedlichen Monosaccharidbausteinen aufgebaut, die über glykosidische Bindungen 
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verknüpft werden. Vielfältige Variationen von Oligosacchariden werden durch 
unterschiedliche Struktur, Verknüpfung und Modifizierung von Monosacchariden gebildet, 
was den hohen Betrag an Informationsgehalt liefert -ähnlich einem Code. Zum Beispiel 
können theoretisch die 9 häufigsten Monosaccharide in Säugern zu mehr als 15 Millionen 
möglicher Tetrasaccharide zusammengesetzt werden (Dove, 2001, Gabius et al., 2004). Ein 
bestimmtes Glykan kann dabei verschiedene Rollen in unterschiedlichen Geweben 
einnehmen, oder verschiedene Aufgaben zu unterschiedlichen Entwicklungsstadien ausüben. 
Jedoch gerade durch das häufige Vorkommen der Saccharidketten, ihre Komplexität und ihre 
Heterogenität wird der Fortschritt der Forschung stark gebremst. Daraus resultiert die 
wichtige multidisziplinäre Aufgabe, den enormen Informationsgehalt im „Zuckercode“ 
während vieler biologischer Vorgänge zu entschlüsseln.  
Es ist bekannt, dass 50 % der Säugerproteine potentielle Glykosylierungsstellen besitzen und 
somit wahrscheinlich glykosyliert vorliegen (Varki et al., 2009). Innerhalb der verschiedenen 
Glykoproteine variieren die Zusammensetzung der Zucker, die Anzahl der Monosaccharide 
sowie der Grad der Verzweigung. Zusätzlich liegen die jeweiligen Glykoproteine spezifisch 
für verschiedene Zelltypen vor, sowie für unterschiedliche Gewebe und für die Spezies (Dell 
et al., 2001). Die Glykane können über zwei unterschiedliche Bindungen an eine Proteinkette 
geknüpft werden: O- oder N-glykosidisch. Bei O-Glykanen vom Mucin-Typ liegt meist ein 
N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) an Serin oder Threonin gebunden vor. Für den initialen 
Schritt wird der Donorzucker UDP-GalNAc benötigt und zu dessen Transfer eine Transferase 
aus der Familie der pp-GalNAc-Transferasen. O-Glykane bilden normalerweise nur bis zu 
zweifach verzweigte Strukturen, ausgehend von bis zu 7 verschiedenen Kernstrukturen. Die 
Form der O-Glykosylierung ist im Gegensatz zur N-Glykosylierung ein posttranslationaler 
Prozess. Die N-Glykan Biosynthese ist dagegen ein komplexer Vorgang, der von einem mit 
14 Monosacchariden verknüpften Vorläufermolekül ausgeht, welche zusammenhängend auf 
die Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr, mit X gleich einer beliebigen Aminosäure mit 
Ausnahme von Prolin, übertragen werden. Von N-Glykanen existieren drei Klassen: der 
Oligomannose Typ, der komplexe und der hybride Typ. Diese Typen gleichen sich in ihrer 
Grundstruktur aus einem Pentasaccharid-Kern (Core-Struktur) und weisen als terminale 
Struktur die häufig vorkommenden N-Acetylneuraminsäuren, aber auch Galaktose oder 
Fukose auf. N- und O-Glykane unterscheiden sich jedoch in ihrem sonstigen Aufbau und ihrer 
Zusammensetzung (Varki et al., 2009). 
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Ein wichtiger Bestandteil der O- wie auch der N-Glykane von Säugern ist das häufig 
vorkommende Disaccharid N-Acetyllaktosamin (Galβ1-4GlcNAc, LacNAc) Typ 2 
(Abbildung 2).  
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Abbildung 2: Struktur des LacNAc Disaccharides. Die β-1,4 glykosidische Verknüpfung eines 
D-Galaktose Moleküls mit N-Acetylglukosamin ergibt die Einheit LacNAc (Typ 2). Diese 
Struktur kommt als natürliche terminale Struktur auf einer Vielzahl an Glykokonjugaten 
vor. 
Diese charakteristische Struktur besteht aus Galaktose (Gal) und N-Acetylglukosamin 
(GlcNAc). Häufig kommen wiederholte LacNAc Einheiten vor und bilden Poly-LacNAc 
Ketten (3-Gal-β1,4-GlcNAc-β1-)n. Für die enzymatische Synthese von Poly-LacNAc werden 
generell zwei Enzyme aus der Gruppe der Glykosyltransferasen (EC 2.4.1) benötigt. Die 
Leloir-Glykosyltransferase β1,4Galaktosyltransferase-1 (β4GalT) überträgt von dem 
aktivierten Donorsubstrat UDP-Gal eine Galaktose-Einheit auf den Akzeptor D-GlcNAc, der 
β-glykosidisch verknüpft vorliegt. Das Disaccharid LacNAc kann dann mit einer 
β1,3-N-Acetylglukosaminyltransferase (β3GlcNAcT) weiter zum Trisaccharid umgesetzt 
werden. Der wechselweise Einsatz der beiden Enzyme β4GalT und β3GlcNAcT verknüpft 
jeweils eine weitere Saccharideinheit, wobei die Poly-LacNAc Ketten entstehen. Auf 
synthetischem Wege in vitro konnte die Struktur LacNAc bereits durch den Einsatz beider 
Enzyme nachgestellt werden. Hiebei wurde ein Fusionsprotein bestehend aus der 
katalytischen Domäne der humanen β4GalT-1 (EC 2.4.1.38) sowie dem Propeptid einer 
Lipase aus Staphylococcus hyicus eingesetzt, in Kombination mit einer von Logan et al. 
vorgestellten β3GlcNAcT aus Heliobacter pylori (Logan et al., 2005, Sauerzapfe et al., 2009). 
Auch ein Fusionsprotein aus einer bakteriellen β4GalT aus Neisseria meningitidis und der 
UDP-4‘-Galaktose-Epimerase aus Streptococcus thermophilus konnte zusammen mit der 
β3GlcNAcT LacNAc Strukturen in vitro hervorbringen (Blixt et al., 2001). 
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Im extrazellulären Raum dient Poly-LacNAc entweder als Epitop, oder als Basisstruktur für 
weitere Modifikationen durch Fukosyl-, Sialyl- oder Sulfotransferasen (Zhou, 2003). So dient 
es beispielsweise als Vorläufer für die Bildung von sialyl Lewis
x
, welches eine wichtige Rolle 
in der Selektin-vermittelten Adhäsion von Leukozyten an Endothelzellen spielt –dem initialen 
Ereignis in vielen Entzündungsreaktionen (Sperandio, 2006). So werden vielfältige komplexe 
Erkennungs- und Bindungsstrukturen für Proteine der extrazellulären Matrix gebildet. Die 
Mitglieder der Proteingruppe der Lektine können spezifisch diese Kohlenhydratstrukturen 
erkennen und Interaktionen mit ihnen eingehen. Die Affinität der Oligosaccharidliganden zu 
ihrem spezifischen Lektin hängt von der jeweiligen Sequenz, der Verknüpfung und 
zusätzlichen Modifizierungen ab. Aber auch die Präsentationsform der Glykane spielt eine 
wichtige Rolle, denn Lektin-Bindungsaffinitäten zu einzelnen Saccharidliganden liegen oft 
nur im millimolaren Bereich. Jedoch werden die Saccharidketten auf O- oder N-Glykanen 
meist in multivalenter Weise präsentiert (Abbildung 3). Durch die antennäre Anordnung 
können vielfach höhere Affinitäten sowie eine spezifischere Bindung erzielt werden (Lee et 
al., 1995, Zanini et al., 1997). 
 
Abbildung 3: Multivalente Präsentation von N- und O-Glykanen. Die Präsentation von 
multivalenten N-Glykanen wir durch eine Verzweigung der Glykanstruktur erzielt (A). 
Dadurch entstehen di- bzw. multiantennäre Glykanketten. Multivalenz bei O-Glykanen 
wird dagegen eher durch eng benachbarte Glykanketten erreicht. Das „Clustering“ der O-
Glykane kann beispielsweise bei Mucinen hunderte benachbarte Glykanketten beinhalten 
(B). 
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Die antennäre Präsentation wird bei den N-Glykanen durch eine Verzweigung der Core-
Struktur realisiert. Diantennäre Strukturen sind häufig zu finden, aber auch tri- und 
tetraantennär verzweigte Strukturen können vorliegen (Lau et al., 2007). Bei den O-Glykanen 
führt das „Clustering“ von mehreren Glykanketten an bestimmten Polypeptidsequenzen zur 
Multivalenz. Auf diese Weise werden antennäre Strukturen durch multiple Glykosylierung 
erzeugt. In beiden Fällen verstärken multivalente Strukturen die Affinitäten der Lektine in 
kooperativer Weise um das Vielfache (Dam et al., 2005, Lee et al., 2000).  
Um den Kooperationseffekt auch in vitro zu untersuchen und dabei hohe Bindungsaffinitäten 
zu erzeugen, wurde in den letzten Jahren viel Forschungsarbeit in die Herstellung solcher 
Strukturen investiert (Campbell et al., 2005, Kren et al., 1997, Patel et al., 2001, Röckendorf 
et al., 2004). Das künstliche Design eines Glykans nach dem natürlichen Vorbild unter 
Bewahrung seiner natürlichen Funktion birgt jedoch nach wie vor Schwierigkeiten. Ein 
Aspekt liegt hierbei in der Verankerung des Glykans, welches normalerweise N- oder O-
glykosidisch fest verknüpft an einem Protein der EZM vorliegt. Für die Immobilisierung einer 
artifiziellen Glykankette bieten sich daher Funktionalisierungen am reduzierenden Ende an. 
So können die Saccharide direkt oder über Linker kovalente Verknüpfungen eingehen und an 
einer Oberfläche verankert werden. Die Herstellung solcher funktionalisierter 
Oligosaccharidstrukturen kann durch geschickte Kombination der Vorteile aus zwei 
unterschiedlichen Synthesestrategien erfolgen: dem chemischen und dem enzymatischen 
Weg. 
Während der chemischen Synthese gilt es, die Regio- sowie Stereochemie zu kontrollieren. 
Dies beinhaltet langwierige Syntheseverläufe mit komplizierter Schutzgruppenchemie, 
Synthesen in organischen Lösungsmitteln oder spezielle Bedingungen wie extreme pH Werte 
(Ueki et al., 2010). Die Ausbeuten chemischer Syntheseverläufe sind oft niedrig und die 
Synthesen sind zeitintensiv. Dagegen garantiert die Verwendung von Enzymen wie 
beispielsweise Glykosidasen oder Glykosyltransferasen regio- und stereospezifische 
Produkte. Komplexe Polysaccharide können somit auf enzymatischem Wege mit relativ 
einfachen Methoden hergestellt werden. Für die meist sehr teuren Nukleotidzucker als 
Donorsubstrate in enzymatischen Synthesen kann die Regenerierung mit einer erfolgreichen 
Methode aus kostengünstigeren Substraten erfolgen (Zervosen et al., 1996). Eine 
Kombination aus dem chemischen und dem enzymatischen Weg kann entsprechend zu 
interessanten Glykanstrukturen führen, die zur in vitro Analyse eingesetzt werden können.  
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Jedoch müssen bei der Synthese multivalenter Glykanstrukturen viele Aspekte beleuchtet 
werden. So ist die Wahl der Saccharidbausteine genauso entscheidend wie auch deren 
glykosidische Verknüpfungen. Räumliche Anordnungen müssen bedacht werden, um die 
natürliche Situation nachzuahmen und damit die optimalen Bindungsstrukturen für die 
kohlenhydratbindenden Domänen der Lektine zu präsentieren, genauso wie auch die Struktur 
des Rezeptors beachtet werden muss. Der Grad, Ort und die Anzahl der Verzweigungen der 
Glykane spielen dabei eine wichtige Rolle (Gabius, 2006). Auch ein eingesetzter Linker kann 
entscheidend sein, denn dieser beeinflusst die Gesamtlänge des Moleküls, die Valenz der 
präsentierten Saccharide und deren räumliche Anordnung zueinander (Lindhorst, 2002). 
Insbesondere für eine multivalente Präsentation von Oligosaccharidliganden birgt daher die 
kombinatorische Herstellung von funktionalisierten Glykokonjugaten viel versprechende 
Möglichkeiten (Abbildung 4).  
A
B
monovalenter Rezeptor monovalenter Ligand monovalenter Komplex
multivalenter Rezeptor multivalenter Ligand multivalenter Komplex  
Abbildung 4: Schema zur Darstellung multivalenter Bindung. Liganden stehen hier beispielhaft für 
funktionalisierte Saccharide. (A) zeigt die Bindung eines monovalenten Liganden an 
einen monovalenten Rezeptor, während in (B) die Bindung durch Multivalenz gleich 
mehrfach erfolgen kann.  
Funktionalisierte Glykokonjugate wurden daher schon mehrfach im Zusammenhang mit 
multivalenter Präsentation beschrieben. Dies beinhaltete entweder nicht-kovalente Adsorption 
der funktionalisierten Glykane, wie beispielsweise direkte Immobilisierung an Nitrozellulose 
(Wang et al., 2002), oder die Bindung von Lipid-konjugierten Glykanen an Nitrozellulose 
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(Fukui et al., 2002). In neueren Studien konnten auch kovalente Ansätze zur Immobilisierung 
vorgestellt werden. Beispielsweise zeigte eine vergleichende Bindungsstudie GlcNAc-
Einheiten mono- bis tetravalent über eine gemeinsame Linkerstruktur an eine künstliche 
Oberfläche gebunden, welche anschließend funktionell mittels eines Lektinbindungstestes 
nachgewiesen wurden (Maierhofer et al., 2007). In einer Arbeit von Adams et al. wurden 
auch komplexere Oligosaccharide für spezielle Anforderungen beschrieben, wie synthetische 
Hoch-Mannose Oligosaccharide zur Identifizierung von Antigenen zur Herstellung von 
Impfstoffen gegen das HI-Virus (Adams et al., 2004). Eine der bedeutendsten Arbeiten zur 
Immobilisierung von Sacchariden wurde durch das „Consortium for Functional Glycomics“ 
unternommen, wobei zwei Generationen von Immobilisierungsverfahren entwickelt und 
vorgestellt wurden (http://www.functionalglycomics.org). Das Erstere basiert auf 
Streptavidin-funktionalisierten Mikrotiterplatten, an die biotinylierte synthetische oder 
natürliche Glykane binden können (Blixt et al., 2003). Dieses Verfahren wurde mittlerweile 
durch die zweite Strategie abgelöst, bei dem Amin-funktionalisierte Glykane –meist 
natürlichen Ursprungs- an NHS-aktivierten Oberflächen gebunden werden (Blixt et al., 2004).  
Jedoch liegen diesen Oligosaccharid-Plattformen jeweils komplexe Arbeitsschritte zugrunde, 
die entweder die Isolierung und Modifizierung natürlicher Glykane beinhalten, oder sich 
direkt der chemo-enzymatischen Synthese von funktionalisierten Sacchariden bedienen. Die 
Darstellung und Immobilisierung von unterschiedlichen multivalenten (Poly-)LacNAc 
Strukturen wurde in diesen Arbeiten nicht fokussiert und bildet damit einen interessanten 
neuen Forschungsansatz. 
1.2 Interaktionen mit Lektinen 
Lektine sind Proteine, die spezifisch an Kohlenhydratstrukturen binden aber keine 
katalytischen oder strukturgebenden Eigenschaften ausüben. Sie besitzen jeweils mindestens 
eine Kohlenhydrat-bindende Domäne (Carbohydrate recognition domain, CRD). Säugetier-
Lektine gehören zu vier verschiedenen Familien: C-Typ Lektine, Galektine (S-Typ), P-Typ 
Lektine und Siglecs (I-Typ). Sie erkennen über ein Netzwerk aus 
Wasserstoffbrückenbindungen, Metall-Koordination, Van-der-Waals Kräften und 
hydrophoben Interaktionen spezifisch ihre Saccharidliganden (Weis et al., 1996). Im Fall der 
Siglecs werden Sialinsäure und deren Derivate gebunden, bei den C-Typ Lektinen Galaktose 
und Mannose. Die P-Typ Lektine sind Mannose-6-Phosphat Rezeptoren. In der Familie der 
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Galektine können β-Galaktoside gebunden werden. Diese können sowohl Galaktoseepitope, 
als auch intrinsische Galaktoseeinheiten von LacNAc- oder Laktosestrukturen sein (Stowell et 
al., 2004). Die Bindungsaffinitäten der Lektine für ihre Kohlenhydratliganden liegen bei etwa 
1-0,1 mM und gelten damit als relativ niedrig. Jedoch können die Bindungsaffinitäten durch 
Kooperation mehrerer CRDs von oligomeren Lektinen deutlich erhöht werden. Durch 
multivalente Präsentation der Kohlenhydratliganden wird dabei die molekulare Erkennung 
verstärkt. Oft wird dabei weiterhin die Affinität der Lektine durch die Dichte der auf 
Zelloberflächen präsentierten Glykanepitope bestimmt (Dam et al., 2010). Dieser „Glycoside 
Cluster Effect“ kann die Ligand-Lektin Bindung vom millimolaren Bereich bis in den 
mikromolaren Bereich verstärken. Dieser Effekt wurde schon durch (Lee et al., 2000, Lee et 
al., 1983, et al., 1995) eindrucksvoll gezeigt. Eukaryotische Lektine konnten mono-, bi- und 
trivalente Gal-terminierte Oligosaccharide mit einer um das 1000-fache ansteigenden Affinität 
binden. Ein Effekt, der durch spezifische multiple Organisation der Rezeptoren entsteht, 
wodurch die komplementär angeordneten multivalenten Liganden perfekt an die Rezeptoren 
binden können. 
Aus der Familie der Galektine übernehmen viele Proteine auch eine interaktive Funktion. Sie 
agieren als molekulare Modulatoren durch ihren multimeren Aufbau und können so Zell-Zell 
und Zell-Matrix Verknüpfungen vermitteln. In diesem Zusammenhang lösen sie 
transmembrane Signalkaskaden aus oder verknüpfen poly-LacNAc Strukturen auf 
Zelloberflächen mit glykosylierten Matrixproteinen wie Laminin, Collagen IV oder 
Fibronektin (Brewer, 2002, Hernandez et al., 2002, Sacchinettini et al., 2001). Die Proteine 
wiederum schaffen eine adäquate Umgebung für Zelladhäsion, Migration, Differenzierung 
oder Zell-Zell Kommunikation. Dabei ist die Rolle der Galektine bei der Adhäsion von Zellen 
an die EZM herauszuheben (Hughes, 2001). Für immobilisiertes Galektin-8 und Galektin-1 
konnte eine Vermittlerrolle mit einer positiven Wirkung bei der Zelladhäsion und dem 
Zellwachstum von Fibroblasten bereits belegt werden (Chang et al., 2004, Zick et al., 2004).  
Die experimentelle Charakterisierung der Glykanliganden von Lektinen kann auf 
unterschiedlichen Wegen erfolgen, basiert aber auf der Präsentation der Saccharidliganden an 
einer Oberfläche. Die im Kapitel 1.1 beschriebenen Verfahren zur Immobilisierung der 
Liganden bieten interessante Anwendungsmöglichkeiten zum Studium der 
Bindungseigenschaften von Lektinen und werden noch ergänzt durch Chip-basierte 
Technologien (Fais et al., 2009). Beispielsweise konnte bereits ein Kohlenhydrat-Chip 
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zuverlässig zur Untersuchung des Bindungsverhaltens des Lektins Concanavalin A eingesetzt 
werden (Park et al., 2007). Die Lektin-Saccharidligand Interaktion ist für die 
Biomaterialforschung aufgrund ihres Einflusses auf Zelladhäsionsmechanismen von großer 
Bedeutung (Rosso et al., 2004). Insbesondere im Tissue Engineering bildet die gezielte 
Adhäsion von Zellen an Biomaterialien einen wesentlichen Aspekt. So konnten bereits mit 
Sacchariden funktionalisierte Materialien eine verbesserte Adhäsion von Leberzellen erzielen 
(Cho et al., 2006). Ein weiteres erfolgreiches Beispiel für eine gezielte Adhäsion von Zellen 
auf Lektin-funktionalisierten Oberflächen wurde mit Insektenneuronen beschrieben. Mit 
Concanavalin A funktionalisierte Oberflächen ermöglichten ein kontrolliertes und gerichtetes 
Neuritenwachstum der Neuronen unter Erhalt ihrer biologischen Aktivität (Reska, 2009). 
Auch funktionalisierte Nanopartikel zeigten sich als geeignete Plattformen für die 
Präsentation von Glykanen und gelangten aufgrund ihrer Einsatzmöglichkeiten im Drug 
Design in den Fokus der Biomedizin (de la Fuente et al., 2006). In diesem Zusammenhang 
könnte das Lektin-Ligand Interaktionssystem wichtige Informationen über verschiedene 
Krankheiten liefern und zukünftig für biomedizinische Anwendungen genutzt werden (Doores 
et al., 2006, Ernst et al., 2009, Walker et al., 2009).  
Die Synthese und die Präsentation von Glykanstrukturen auf artifiziellen Plattformen bildet 
daher einen zentralen Schritt, um die Interaktion Lektin-Ligand in vitro nachzustellen, 
untersuchen zu können und besser verstehen zu lernen (Penadés et al., 2002). Die genannten 
Schwierigkeiten bezüglich der Komplexität der Saccharide müssen bei der Herstellung 
solcher Oberflächen durch neue Synthesekonzepte überwunden werden. 
 
1.3 Klickchemie und Kopplungen 
Neben der räumlichen Anordnung von Saccharidketten auf einer künstlichen Oberfläche ist es 
wichtig, präzise Kontrolle über den Immobilisierungsvorgang zu besitzen. Regio- und 
Stereokontrolle sind nötig, um definierte Strukturen zu erhalten. Das Verfahren 
„Klickchemie“ ist eine schnelle und zielgerichtete Möglichkeit, um zwei funktionelle 
Moleküle zusammen zu fügen. Dabei müssen keine besonderen Bedingungen wie organische 
Lösungsmittel oder hohe Temperaturen eingehalten werden. Quantitative Ausbeuten und 
kurze Reaktionszeiten sind weitere Vorteile der Klickreaktion. Zur Klickchemie werden 
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verschiedene Reaktionstypen gezählt: In der Diels-Alder Reaktion werden konjugierte Diene 
mit einem substituierten Alken verbunden, was bereits zur Immobilisierung von 
Kohlenhydraten an Goldoberflächen genutzt werden konnte (Houseman et al., 2002). Auch 
Maleimid-Thiol vermittelte Strategien wurden erfolgreich zur kovalenten Verankerung von 
Kohlenhydraten an Goldoberflächen verwendet (Park et al., 2002). Ebenfalls zur Klasse der 
Klickreaktionen zählt die Michaels-Addition, bei der elektronenarme Doppelbindungen mit 
nukleophilen Carbanionen Verbindungen eingehen. Eine weit verbreitete Technik der 
Klickchemie ist die Kupfer-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition. Für diese Reaktion 
werden ein Dipolarophil und eine 1,3-dipolare Verbindung benötigt. Dipolarophile Moleküle 
können Alkene oder Alkine sein, aber auch Nitrile oder Carbonyle sind dipolarophil. 1,3 
dipolare Strukturen findet man bei Ozon, Nitriloxiden oder Aziden. Die Verknüpfung beider 
Partner führt zu einer 5-gliedrigen Ringstruktur. 
Einer der Hauptgründe für den beliebten Einsatz der Klickchemie zur Herstellung von 
Biokonjugaten ist die orthogonale Natur dieser Reaktion. Die Azid-Alkin Cycloaddition wird 
in einer Vielzahl von Prozessen in der Herstellung von Biokonjugaten angewendet (Lutz et 
al., 2008). Eine zusätzliche Besonderheit liegt darin, dass beide funktionellen Gruppen 
vollständig inert gegenüber biologischen Molekülen sind. Da in natürlichen Systemen weder 
Azide noch Alkine vorliegen, finden keine unerwünschten Wechselwirkungen oder 
Nebenreaktionen statt. Darüber hinaus kann die Reaktion in wässrigem Medium und bei 
physiologischen pH Werten ablaufen. Azide gehen keine Dimerisierung ein und sind stabil 
gegenüber Hydrolyse, ebenso wie das gebildete Klickprodukt. So kann ein Azid-
funktionalisiertes Molekül spezifisch mit einer Propargylgruppe reagieren. Die Reaktion kann 
sogar in biologischen Medien, in Zellen oder deren Lysaten stattfinden, was kürzlich 
eindrucksvoll in vivo gezeigt wurde (Baskin et al., 2007, Hong et al., 2010), wobei eine 
Methode entwickelt wurde, auf das zytotoxische Kupfer als Katalysator zu verzichten. Diese 
Reaktion wurde bereits zur Wirkstoffentwicklung von Acetylcholinesterase Hemmstoffen zur 
Behandlung von Alzheimer eingesetzt (Krasinski et al., 2005). 
Die 1,3-dipolare Cycloaddition geht auf Huisgen zurück, der für Azide und Alkine ein 
Kopplungsprotokoll entwickelte (Huisgen et al., 1967). Die von Huisgen beschriebene Azid-
Alkin-1,3-diploare Cykloadditionsreaktion formt racematisch 1,4- und 1,5-Addukte. Durch 
die Weiterentwicklung des Protokolls durch Sharpless entsteht jedoch unter Verwendung von 
Cu(I) als Katalysator bevorzugt das 1,4 Regioisomer der Triazolverbindung (Kolb et al., 
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2001). Mit diesem Protokoll kann die Reaktion um den Faktor 10
7
 schneller, in wässrigem 
Milieu, unter moderatem Druck und bei Raumtemperatur ablaufen. Als Ergebnis einer Cu(I) 
katalysierten Reaktion wird ein „geklicktes“ 1,2,3-Triazol-Produkte gebildet (Abbildung 5): 
 
Abbildung 5: Klickreaktion nach Sharpless. Diese Reaktion benötigt eine Azidfunktion, eine 
Alkinfunktion und Cu(I) in katalytischer Menge. Dies führt zu einer Verknüpfung über 
1,2,3-Triazol in regio- und stereospezifischer Anordnung, wobei R für beliebige Strukturen 
stehen kann. 
Der instabile Kupfer-Katalysator Cu(I) kann auf einem einfachen Weg zur Verfügung gestellt 
werden. Das Cu(II) Salz CuSO4 ist eine günstige Quelle und kann mit einem reduzierenden 
Reagenz wie Natrium Ascorbat in Cu(I) umgewandelt werden. Anschließend wird es im Zuge 
der Klick-Reaktion katalytisch oxidiert (Meldal et al., 2008). 
Azid- sowie Alkin-Funktionalisierung an Sacchariden wurden bereits mehrfach beschrieben. 
Ein Alkin- bzw. Propargylzucker stellt einen viel versprechenden Reaktionspartner für die 
Klickreaktion dar, wie beispielsweise beschrieben als acetyliertes Propargyl-Lactosid (Gouin 
et al., 2010), wurden aber bislang nicht zur Immobilisierung an artifiziellen Oberflächen 
eingesetzt. Azid-funktionalisierte Zucker wurden bereits vielfältig genannt sowie auch deren 
Immobilisierung (Matsumoto et al., 2008). Die Arbeitsgruppe um O. Blixt entwickelte ein 
geeignetes Protokoll zur Klickreaktion von azid-funktionalisierten Sacchariden in der 
Mikrotiterplatte (Fazio et al., 2002). Die Saccharide wurden an einen aliphatischen Linker 
geklickt, der an Polystyroloberflächen adsorbieren konnte. Die immobilisierten Saccharide 
wurden zunächst mit einem Lektinassay auf Funktionalität untersucht und anschließend 
wurde der Linker mit Detergenzien von der Oberfläche gelöst. Die abgelösten Klickprodukte 
konnten danach mit NMR Messungen strukturell untersucht werden. Da eine adsorptive 
Immobilisierung eine reversible Bindung ist, ist dieses System für biomedizinische 
Anwendungen jedoch ungeeignet.  
R1
N
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Azid-funktionalisierte Glykokonjugate konnten auch bereits direkt für eine kovalente 
Immobilisierung eingesetzt werden, wenn eine Oberfläche komplementäre funktionelle 
Gruppen bereitstellt. Hierfür wurden Azid-funktionalisierte Oligomannose-Moleküle über 
einen Koppler kovalent mit einer Mikrotiterplatte verknüpft und mittels eines Antikörpers 
funktionell nachgewiesen (Bryan et al., 2004). Die Gruppe Huang et al. benutzte einen 
ähnlichen Linker und konnte Azid-funktionalisierte Laktose erfolgreich über die 
Klickreaktion verankern (Huang et al., 2006). Immobilisierungen von Poly-LacNAc über eine 
Klickreaktion wurden jedoch noch nie beschrieben. 
1.4 Biomedizinische Anwendungen 
Durch ihre gewebeähnlichen Eigenschaften sind Hydrogele in der Biomaterialforschung von 
großer Bedeutung. Sie sind Wasser enthaltende, aber wasserunlösliche kovalent verknüpfte 
Polymere. Durch ihre Eigenschaft in Wasser zu quellen, werden sie bereits in der Medizin 
eingesetzt z.B. als Wundauflagen zur Rehydratation von Nekrosen oder als Intraokularlinsen 
(Hoffman, 2002). Einige dieser Materialien basieren auf linearem oder verzweigtem 
Polyethylenglycol (PEG). Lineare sowie verzweigte PEG-Moleküle eines Hydrogels erfüllen 
eine wichtige Anforderung für biomedizinische Anwendungen: sie verhalten sich inert 
gegenüber biologischen Systemen und verhindern unspezifische Interaktionen wie 
beispielsweise Proteinadsorption (Sofia et al., 1997). Die Verwendung von PEG-Polymeren 
oder PEG-ähnlichen Materialien hat sich bereits oft bewährt und wurde vielfältig beschrieben 
(Zhu, 2010). Eine entscheidende Rolle bei der Proteinabstoßung spielen starke 
Wechselwirkungen über Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Wasser und den PEG 
Polymeren. Nach dem Mechanismus der „sterischen Repulsion“ halten sich Anziehungskräfte 
zwischen Proteinen und der PEG Oberfläche die Waage. Die entropiearmen PEG Polymere 
werden in eine bestimmte Konformation gezwungen und an der entstandenen Oberfläche 
entsteht eine Grenzschicht aus Wasser (Groll et al., 2005a, Jeon et al., 1991). Eine 
unspezifische Proteinabsorption wird somit verhindert und basierend darauf auch eine 
unspezifische Zelladäsion. Im Zellkulturexperiment konnten jedoch lineare PEG-Polymere 
die Adhäsion der besonders adhäsiven Insektenneuronen aus Gryllus bimaculatus nicht 
verhindern. Dagegen unterdrückten verzweigte PEG-Polymere die Adhäsion der 
Grillenneuronen (Reska, 2009). Bei einer biomedizinischen Verwendung von linearem PEG 
besteht zusätzlich die Gefahr, dass sich diese Hydrogele mit der Polypeptidkette eines 
Proteins vermischen können und somit unspezifische Interaktionen eintreten. Verzweigtes 
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PEG kann diese Wechselwirkung langfristig verhindern. Sternförmig-verzweigte PEG 
Hydrogele mit endständigen Isocyanatgruppen wurden beschrieben, unspezifische 
Zelladhäsion vollständig zu unterdrücken (Amirgoulova et al., 2004, Groll et al., 2005a). 
Diese NCO PEG Hydrogele aus einer statistischen Mischung aus Ethylenoxid und 
Propylenoxid (NCO-sP(EO-stat-PO)) besitzen exzellente Eigenschaften für biomedizinische 
Applikationen (Grafahrend et al., 2011). Es handelt sich um Monomere, aus deren zentralen 
Kern 6 lineare Polymerketten ragen. Die Polymer-Endgruppen sind während des 
Polymerisierungsprozesses reaktiv gegenüber H2O und NH2. Isocyanate sind toxisch und 
müssen daher mit Wasser abreagieren, bevor sie als Biomaterial zum Einsatz kommen. Sie 
reagieren mit Aminen oder Hydroxylgruppen letztendlich zu einer Harnstoffbindung. 
Nachdem während des Polymerisierungsvorganges alle Isocynatgruppen zu freien 
Aminogruppen abreagiert sind, erlangt das Hydrogel proteinabweisende Eigenschaften. In 
Abbildung 6 sind die chemischen Abläufe schematisch zusammengefasst. 
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Abbildung 6: Chemie der Bildung eines NCO-sP(EO-stat-PO) Hydrogelsystems. (A) Die 
reaktiven Isocyanat-Endgruppen hydrolysieren in wässriger Umgebung zu freien 
Aminogruppen (grün) und können weiterhin Harnstoffbindungen (blau) mit benachbarten 
Isocyanatgruppen eingehen (basierend auf Gasteier et al., 2007). (B) So werden 
einerseits die Sterne quervernetzt und mit der Oberfläche (Covalink NH Mikrotiterplatten 
mit Aminogruppen an der Oberfläche) verankert. Andererseits kann R’ für ein beliebiges 
Biomolekül stehen, das ebenfalls im Hydrogel verankert werden kann wie beispielsweise 
Streptavidin oder die RGD-Peptid-Signalsequenz. 
Der limitierende Schritt der Vernetzung ist die Hydrolyse der Isocyanate, die bis zu mehreren 
Stunden dauern kann. Während dieser Zeit ist es möglich, Biomoleküle über deren Amino- 
oder Hydroxlygruppen kovalent in das Hydrogel einzubinden wie beispielsweise Streptavidin. 
Diese Funktionalisierung kann auf der gesamten Hydrogel-Oberfläche erfolgen, aber auch 
strukturierte Funktionalisierungen können über Mikro-Kontakt-Stempeln eingeführt werden 
(Groll et al., 2005c). Auch die strukturierte Einbindung kovalent gebundener Lektine wie 
Concanavalin A konnte erfolgreich das polare Auswachsen von Neuriten fördern (Reska et 
al., 2008). Signal-Peptidsequenzen im starPEG Hydrogel wie die zellbindende RGD-Domäne 
aus dem EZM Protein Fibronectin konnten die Zelladhäsion von Fibroblasten, 
Osteosarkomazellen und humanen mesenchymalen Stammzellen unterstützen ohne sich vom 
normalen Verhalten auf Polystyrol zu unterscheiden (Groll et al., 2005b). Eine aktuelle Arbeit 
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beschreibt eine Hydrogelmatrix aus Poly(D,L-Laktid-co-Glykolid) und sternförmigem 
Polyethylenglycol, funktionalisiert mit dem bioaktiven Peptid RGD. Das resultierende 
Polymer wurde zu Fasern versponnen und mit Fibroblasten besiedelt. Diese zeigten eine hohe 
Zellviabilität und ein verbessertes Adhäsionsverhalten (Grafahrend et al., 2011). 
Diese Ergebnisse zeigen allgemein, dass es insbesondere für langfristige Experimente 
beispielsweise in Zellkulturen vorteilhaft ist, die funktionellen Moleküle kovalent anzubinden. 
Nicht-kovalente Methoden wie van der Waals Interaktionen, Wasserstoffbrücken oder 
elektrostatische Kräfte können sich während Langzeituntersuchungen ablösen (Yap et al., 
2007). Ein weiterer Vorteil der starPEG Hydrogele liegt darin, sich flexibel an die 
Topographie einer gegebenen Oberfläche anpassen zu können. Eine Beschichtung von 
medizinisch eingesetzten „Fremdkörpern“ wie z.B. Prothesen, Stents oder Kathetern liefert 
einen erfolgsversprechenden Ansatz. Darüber hinaus bietet die Chemie der Hydrogele die 
Möglichkeit für verschiedene Funktionalisierungen und könnte somit zielgerichtete 
Eigenschaften erzeugen, wie beispielweise die Rekrutierung eines bestimmten Zelltypes an 
die Hydrogeloberfläche. 
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2 Zielsetzung 
Ziel dieser Arbeit war die Herstellung, Verifizierung und Charakterisierung eines flexiblen 
Baukastensystems für die Präsentation multivalenter Poly-LacNAc Ketten auf Hydrogelen. 
Dabei wurde der natürliche Aufbau eines verzweigten N-Glykans modularisiert und 
synthetisch nachgestellt. Die Zelloberfläche sollte hierbei durch eine artifizielle PEG 
Hydrogel-Oberfläche ersetzt werden (i), die bereits erfolgreich für biomedizinische Zwecke 
eingesetzt wurde. Die Verankerung der Glykostruktur sollte über di- oder tri-funktionale 
Kopplermoleküle erfolgen, die kovalent mit der Oberfläche verankert werden (ii). Die übrigen 
funktionellen Gruppen sollten der orthogonalen Anbindung von Poly-LacNAc Ketten 
dienen (iii).  
GlcNAc Monosaccharide mit verschiedenen Funktionalisierungen am C1-Atom dienten in 
dieser Arbeit als Startersaccharide. Die funktionalisierten Saccharidmonomere sollten 
chemisch in einem Kooperationsprojekt synthetisiert und charakterisiert werden (T. Anders, 
DWI an der RWTH Aachen). Über diese Basismoleküle sollte es ermöglicht werden, die 
Saccharide über ihre funktionellen Gruppen zuverlässig, einfach und spezifisch an 
Biomaterialoberflächen zu immobilisieren. Ausgehend von den Starter-Monosacchariden 
sollte der Einsatz von Glykosyltransferasen zu Oligosaccharid-Derivaten führen. Die 
Syntheseverläufe mit funktionalisierten Saccharidmolekülen sollten charakterisiert und 
optimiert werden. Somit wurde eine kombinierte chemo-enzymatische Prozessführung 
angewendet. Durch die unterschiedlichen funktionellen Gruppen am reduzierenden Ende der 
Saccharidketten sollten anschließend verschiedene Möglichkeiten zur Immobilisierung 
genutzt werden. Durch den Einsatz eigens in einem Kooperationsprojekt entwickelter 
multifunktioneller Kopplermoleküle sollte mit den komplementär modifizierten Zuckerketten 
auch die multivalente Präsentation von Saccharidliganden dargestellt werden (T. Anders, 
DWI an der RWTH Aachen). 
In Abbildung 7 ist die multivalente Präsentation von Saccharidliganden aus der natürlichen 
Situation dem synthetischen modularen Nachbau dieses Projektes gegenüber gestellt. 
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des künstlichen Nachbaus eines glykosylierten 
Transmembranproteins. Das natürliche System der multivalenten Präsentation (links) 
soll durch artifizielle Nachbildung imitiert werden (rechts). R steht hierbei für weitere 
Saccharidketten. Die Bivalenz beider Strukturen wird durch eine Verzweigung an der 
Stammregion erzielt. Diese Stammregion liegt verknüpft an das Protein bzw. die 
artifizielle Oberfläche vor. 
Der Aufbau im Modulsystem kann anschließend Zuckerketten verschiedener Länge, 
unterschiedlicher Saccharideinheiten und deren unterschiedliche Verknüpfungen präsentieren. 
Bisher können Saccharide zwar in multivalenter Form präsentiert werden, doch diese Systeme 
sind nicht flexibel einsetzbar und benötigen für den Aufbau jeder gewünschten Struktur neue 
Herangehensweisen. Der in der vorliegenden Arbeit gezeigte Aufbau sollte die 
Charakterisierung von Lektinaffinitäten erleichtern und der Forschung zur Bereitstellung einer 
chemisch definierten Oberfläche verhelfen, die zu einer multivalenten Präsentationsplattform 
ausgebaut werden kann. 
3 Ergebnisse und Diskussion 23 
3 Ergebnisse und Diskussion 
In dieser Arbeit sollten erstmals verzweigte Zuckerstrukturen auf PEG-Stern Oberflächen 
präsentiert und charakterisiert werden. Verschiedene Arbeitsschritte greifen hierbei 
ineinander. Für eine Immobilisierung trugen die Starterzucker funktionelle Gruppen, die 
später entweder direkt mit einer Oberfläche oder einem Kopplermolekül verknüpft werden 
können. In einem parallelen Kooperationsprojekt erfolgten die Einführung der funktionellen 
Gruppen, sowie die Synthese der Koppler. Als Startmoleküle wurden verschiedene 
C1-modifizierte Monosaccharide zur Verfügung gestellt (T. Anders, Arbeitsgruppe Prof. Dr. 
M. Möller, DWI am ITMC Aachen). Für Verknüpfungen mit den Kopplern oder 
funktionalisierten Oberflächen sollten die Möglichkeiten der Klickchemie ausgeschöpft 
werden. Daher liegt ein Schwerpunkt der Arbeit auf der Verwendung verschiedener 
Reaktionspartner für Klickreaktionen. Die Saccharide trugen dazu entweder Azid- oder 
Alkingruppen, die über unterschiedlich lange Alkyllinker glykosidisch verknüpft vorlagen. 
Um eine zusätzliche Immobilisierungsmethode nutzen zu können, wurden auch amino-
funktionalisierte Saccharide eingesetzt.  
Ausgehend von den Monosaccharidderivaten wurde in kinetischen Studien der Einfluss der 
Linker am reduzierenden Ende auf die beteiligte Galaktosyltransferase untersucht. Darauf 
basierend wurden Synthesestrategien im präparativen Maßstab bearbeitet, um Poly-
LacNAc Derivate in mg-Mengen herstellen zu können. Die Oligosaccharid-Produkte 
benötigten genaue Kontrolle während ihrer Synthesen, mussten isoliert und anschließend 
charakterisiert werden. Abschließend konnten verschiedene Möglichkeiten zur 
Immobilisierung der hergestellten Strukturen und deren funktionelle Analyse durch Lektin-
Bindungsstudien vorgestellt werden. 
3.1 Charakterisierung von Azid-funktionalisierten GlcNAc-
Akzeptoren 
In einem vorangegangenen Projekt wurden drei verschiedene Konstrukte einer humanen 
Galaktosyltransferase (EC. 2.4.1.38) entwickelt. Alle Konstrukte liegen am N-Terminus mit 
weiteren Sequenzen fusioniert vor (Sauerzapfe et al., 2008). Die Propeptid-natβ4GalT 
(natGalT) besitzt bis auf 23 Aminosäuren die volle β4GalT-Aminosäurensequenz und trägt N-
terminal fusioniert die Pre-Propeptid-Sequenz der Lipase aus Staphylococcus hyicus. Dieses 
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Fusionsprotein wird als lösliches Protein im Periplasma von E. coli exprimiert. Das Propeptid 
übernimmt dabei eine Schutzfunktion bei der Proteinfaltung und gegen proteolytischen Abbau 
(Meens et al., 1997). Die luminale β4GalT (lumGalT) wird ebenfalls periplasmatisch 
exprimiert, besteht jedoch nur aus der Stammsequenz und der katalytischen Domäne. Das 
Fusionsprotein His6-Propeptid-catβ4GalT1 (GalT) besitzt einen N-terminalen His6-Tag vor 
der Propeptidsequenz, der die Isolierung des Proteins sowie dessen Detektion erleichtert. Alle 
drei Enzyme katalysieren mit GlcNAc-Derivaten als Akzeptorsubstrat die Synthese von 
LacNAc. Da Azidzucker für die rekombinanten GalT-Konstrukte neuartige Substrate 
darstellen, sollte die Aktivität der Konstrukte mit verschiedenen Azidzuckern untersucht 
werden. Die Akzeptormoleküle wurden zur Verfügung gestellt und besitzen jeweils eine 
Azidgruppe, die später für eine Klickreaktion eingesetzt werden kann. 
Der Zucker GlcNAc-AzI (1) besitzt eine direkt an das anomere C-Atom gebundene 
Azidfunktion. Bei dem Akzeptor GlcNAc-AzII (2) wurde die Azidfunktion O-glykosidisch 
über einen (CH2)2-Alkyllinker an das C1-Atom geknüpft (Abbildung 8).  
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Abbildung 8: Azid-funktionalisierte GlcNAc-Substrate 1 und 2. Am anomeren C-Atom liegt eine 
Funktionalisierung mit Azid vor (1, GlcNAc-AzI), oder O-glykosidisch an einen 
(CH2)2-Linker (2, GlcNAc-AzII). Beide Derivate eignen sich für eine spätere Klickreaktion. 
Generell liegen im katalytischen Zentrum einer Galaktosyltransferase hydrophobe 
Aminosäuren vor (Brockhausen et al., 2006). Für einen vergleichenden Aktivitätstest mit 
allen drei GalT-Konstrukten eignet sich GlcNAc-β1-Benzyl (GlcNAc-Bn) sehr gut als 
Referenzsubstrat aufgrund seines unpolaren Aglykons. Im direkten Vergleich zu GlcNAc-Bn 
wurden die Saccharide GlcNAc-AzI und GlcNAc-AzII als Akzeptoren für die drei GalT-
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Konstrukte  getestet. Der Umsatz erfolgte durch die Übertragung der Galaktose-Einheit vom 
Donormolekül UDP-Gal zum GlcNAc-Akzeptor über eine β1,4-glykosidische Verknüpfung, 
wobei das Disaccharid LacNAc-AzI bzw. LacNAc–AzII gebildet wird (Abbildung 9). 
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Abbildung 9: Schema der enzymatischen Reaktion dreier GalT-Konstrukte mit verschiedenen 
Akzeptormolekülen. Die von Sauerzapfe et al. entwickelten Fusionsproteine wurden für 
Aktivitätsmessungen mit drei verschiedenen Akzeptormolekülen eingesetzt. 
GlcNAc-AzI (1) und GlcNAc-AzII (2) wurden vergleichend zum unpolaren 
Standardsubstrat GlcNAc-Bn gemessen. 
Da die His6Propeptid-catβ4GalT1 mit GlcNAc-Bn die höchsten Aktivitäten zeigte, wurde die 
volumetrische Aktivität von 56 mU/mL als Referenzwert mit 100 % relativer Reaktions-
geschwindigkeit festgelegt. Die Azidzucker wurden analog dazu mit den drei GalT-
Konstrukten getestet (Abbildung 10).  
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Abbildung 10: Relative Reaktionsgeschwindigkeiten verschiedener GalT-Konstrukte mit Azid-
funktionalisierten GlcNAc Derivaten. Als Referenz dienten 5 mM GlcNAc-Bn und 1 mM 
UDP-Gal mit der His6-Propeptid-catβ4GalT1 (56 mU/mL = 100 %). Als Akzeptoren 
wurden GlcNAc-AzI (links) und GlcNAc-AzII (rechts) mit drei verschiedenen GalT 
Konstrukten getestet.  lumβ4GalT,  natGalT,  His6-Propeptid-catβ4GalT1.  
Die His6-Propeptid-catβ4GalT1 wurde mit beiden Azidzuckern eingesetzt und relativ zur 
Aktivität mit GlcNAc-Bn betrachtet. Die Konstrukte natGalT und lumGalT zeigten mit den 
Azid-funktionalisierten Akzeptoren nur 10-20 % Restaktivität. Aufgrund der vergleichsweise 
schlechten Umsatzgeschwindigkeiten mit nat- und lumGalT wurde für die folgenden Studien 
und Synthesen die His6Propeptid-catβ4GalT1 (GalT) verwendet. 
Für dieses Fusionsprotein wurde bereits beschrieben, dass es aufgrund seiner 
Propeptidsequenz hydrophobe Substrate bevorzugt und diese mit guten Affinitäten zu 
LacNAc-Derivaten umsetzt (Sauerzapfe et al., 2008). Entsprechend der Affinität dieser GalT 
wurde als Substrat ein weiterer Azidzucker mit einem unpolaren Aglykon eingesetzt. Der 
Zucker GlcNAc-AzIII (3) besitzt die Azidfunktion O-glykosidisch an eine (CH2)6-Alkylkette 
gebunden (Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Azid-funktionalisiertes GlcNAc-Substrat 3. Am anomeren C-Atom liegt über eine O-
glykosidische Bindung ein (CH2)6-Linker mit einer Azidgruppe verknüpft vor 
(3, GlcNAc-AzIII). Diese Funktionalisierung ist aufgrund der längeren Alkylkette im 
Vergleich zu den Molekülen GlcNAc-AzI und –AzII relativ unpolar.  
Die drei Azid-Akzeptorsubstrate besitzen aufgrund der verschiedenen Linkerstrukturen 
unterschiedliche chemische Eigenschaften. Mit steigender Anzahl der CH2-Gruppen verändert 
sich ihr Charakter von polar zu unpolar.  Die kürzeste Funktionalisierung an GlcNAc-AzI hat 
eher polare Eigenschaften. GlcNAc-AzII verfügt über zwei CH2-Einheiten und ist damit 
weniger polar. Das Molekül GlcNAc-AzIII besitzt im Vergleich zu den anderen Azidzuckern 
GlcNAc-AzI und –AzII den unpolarsten Charakter aufgrund der längsten Alkylkette.  
Die His6Propeptid-catβ4GalT1 wurde mit den drei GlcNAc-Azid Derivaten als Akzeptoren in 
kinetischen Studien eingesetzt. Diese sollten für spätere LacNAc Synthesen Informationen 
über optimale Substratkonzentrationen liefern.  Für die Reaktion werden UDP-Gal als 
Donorsubstrat und ein GlcNAc-Derivat als Akzeptor benötigt. Daher wurden für die 
Azidzucker jeweils die Donor- sowie die Akzeptorkinetik aufgenommen. Die 
Charakterisierung von GlcNAc-AzI ist in Abbildung 12 gezeigt. 
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Abbildung 12: Kinetische Charaktierisierung von GlcNAc-AzI (1). Die kinetische Untersuchung 
wurde mit dem Akzeptor GlcNAc-AzI und der His6Propeptid-catβ4GalT1 mit UDP-Gal als 
Donorsubstrat durchgeführt. Die Donorkinetik wurde mit 3 mM Akzeptor aufgenommen 
(A, R
2
 0,99), die Akzeptorkinetik wurde mit 5 mM UDP-Gal aufgenommen (B, R
2 
0,99). 
Die Auswertung erfolgte über nicht-lineare Regression nach Michaelis-Menten 
(Donorkinetik) und der kinetischen Bestimmung für Substratüberschussinhibitionen 
(Akzeptorkinetik).  
Die Nicht-lineare Regression der Messwerte ergab eine Kurvenanpassung nach Formel 3 und 
Formel 4 (Kapitel 6.2.4.1). Klar ersichtlich ist der typische Michaelis-Menten Kurvenverlauf 
der Donorkinetik. Ebenfalls deutlich ist der Inhibitionseffekt in der Akzeptorkinetik. Für 
GlcNAc-AzI wurde eine Kurvenanpassung mit Substratüberschussinhibition durchgeführt und 
ein Ki von 5,7 mM berechnet (Tabelle 1), was einen vergleichsweise hohen Wert darstellt. 
Die Inhibition dieses GalT Konstruktes ist nicht ungewöhnlich und erscheint bereits bei 
Sauerzapfe et al. mit dem etwas unpolareren Akzeptor pNP-GlcNAc mit einem Ki von 
2,5 mM (Sauerzapfe et al., 2008). Die Kurvenanpassung der Akzeptorkinetik konnte die 
Messwerte mit einem R
2
 von 0,99 gut beschreiben und zeigt in Abbildung 12 eine apparente 
Maximalgeschwindigkeit bei 0,4 U/mg an. Berechnet man  die kinetischen Parameter über die  
angegebenen Formeln, ergibt das kinetische Modell jedoch eine Vmax von 0,9 U/mg. Die 
Differenz zwischen der gemessenen bzw. „apparenten“ Vmax app und der berechneten Vmax 
begründet sich darin, dass die apparente Kurve inklusive dem Inhibitionseffekt gefittet wird 
- die Berechnung dagegen beschreibt einen theoretischen Verlauf ohne Einfluss einer 
Inhibition. 
Der inhibitorische Effekt ist mit GlcNAc-AzII als Substrat noch deutlicher zu bemerken 
(Abbildung 13), während die Donorkinetik fast identische Merkmale der Kinetik von 
GlcNAc-AzI teilt. Auch die Differenz zwischen den gemessenen und berechneten kinetischen 
Werten wird größer. 
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Abbildung 13: Kinetische Charaktierisierung von GlcNAc-AzII (2). Die kinetische Untersuchung 
wurde mit dem Akzeptor GlcNAc-AzII und der His6Propeptid-catβ4GalT1 mit UDP-Gal als 
Donorsubstrat durchgeführt. Die Donorkinetik wurde mit 3 mM Akzeptor aufgenommen 
(A, R
2
 0,99), die Akzeptorkinetik wurde mit 5 mM UDP-Gal aufgenommen (B, R
2
 0,99). 
Die Auswertung erfolgte über nicht-lineare Regression nach Michaelis-Menten 
(Donorkinetik) und der kinetischen Bestimmung für Substratüberschussinhibitionen 
(Akzeptorkinetik). 
Die Donorkinetik mit GlcNAc-AzII als Substrat zeigt ebenfalls einen Michaelis-Menten 
Kurvenverlauf, wie auch die mit GlcNAc-AzI. Die Akzeptorkinetik dagegen scheint unter 
einem stärkeren inhibitorischen Einfluss zu stehen. Die gemessene Vmax app von 0,5 U/mg 
unterscheidet sich von der berechneten Vmax von 86 U/mg um ein Vielfaches. Diese Differenz 
lässt sich wie bereits beschrieben erklären. Hier liegt zusätzlich der Fall Ki < Km app vor. Der 
berechnete Ki von 0,04 mM lag 10-fach unter Km app 0,5 mM. Demnach wird das System ab 
einer Substratkonzentration von 0,04 mM gehemmt, noch bevor der Km Wert erreicht wird. 
Dies führt schon bei geringen Konzentrationen zu einer gehemmten 
Reaktionsgeschwindigkeit, die im theoretischen ungehemmten Fall weit höher liegen würde. 
Der strukturelle Unterschied zwischen den GlcNAc-AzI und -AzII liegt in der Polarität ihrer 
Funktionalisierungen. GlcNAc-AzII mit einem (CH2)2-Linker besitzt einen etwas weniger 
polaren Charakter als GlcNAc-AzI. 
Das Substrat GlcNAc-AzIII besitzt den Linker mit der geringsten Polarität und verstärkt die 
inhitorischen Effekte noch zusätzlich. Während die Donorkinetik unbeeinflusst bleibt 
(Abbildung 14), tritt in der Akzeptorkinetik eine Inhibition ab 0,003 mM auf. In diesem Fall 
gilt Km app >> Ki, womit eine starke Substratüberschussinhibition beschrieben wird. 
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Abbildung 14: Kinetische Charaktierisierung von GlcNAc-AzIII (3). Die kinetische Untersuchung 
wurde mit dem Akzeptor GlcNAc-AzIII und der His6Propeptid-catβ4GalT1 mit UDP-Gal 
als Donorsubstrat durchgeführt. Die Donorkinetik wurde mit 0,3 mM Akzeptor 
aufgenommen (A, R
2
 0,99), die Akzeptorkinetik wurde mit 5 mM UDP-Gal aufgenommen 
(B, R
2
 0,99). Die Auswertung erfolgte über nicht-lineare Regression nach Michaelis-
Menten (Donorkinetik) und der kinetischen Bestimmung für 
Substratüberschussinhibitionen (Akzeptorkinetik). 
GlcNAc-AzIII besitzt eine sehr gute Affinität zum Enzym mit einem Km app von 0,1 mM. Dies 
bestätigt die Aussage über die Präferenz der His6-Propeptid-β4-GalT-1 zu hydrophoben 
Aglyka in (Sauerzapfe et al., 2008). GlcNAc-AzIII besitzt jedoch nicht nur eine gute Affinität 
zum Enzym, bei schon relativ geringen Substratkonzentrationen scheint es eher als effektiver 
Inhibitor für das Enzym zu wirken. Das Phänomen einer besonders drastischen Substrat-
überschussinhibition wurde auch schon für andere GalT-Anwendungen beobachtet. 
Brinkmann et al. publizierten auffällig starke inhibitorische Effekte durch ein 
Polythylenglykol-gekoppeltes GlcNAc-Derivat mit einer humanen GalT im Vergleich zu 
nicht-modifiziertem GlcNAc (Brinkmann et al., 2001). Auch Brockhausen et al. berichten von 
signifikanter Substratüberschussinhibition durch hydrophobe Funktionalisierungen 
(Brockhausen et al., 2006). Die starke Wechselwirkung des Enzyms mit unpolaren Aglyka 
lassen sich durch die Anwesenheit hydrophober Aminosäuren  (Phe, Ile, Tyr und Trp) im 
katalytischen Zentrum erklären. Diese befinden sich in der Substrat-bindenden Domäne und 
können hydrophobe Wechselwirkungen mit unpolaren Substraten eingehen (Qasba et al., 
2005, Ramakrishnan et al., 2004). Insbesondere beim verwendeten Enzym His6Propeptid-
catβ4GalT1 mit dem fusionierten Propeptid sind Interaktionen mit unpolaren Substraten sehr 
wahrscheinlich. Auf diese Weise entstehen entweder hydrophobe Interaktionen zwischen 
Enzym und Substrat, die zu einem unproduktiven Enzym-Substrat Komplex führen, oder 
diese Interaktionen führen zu einer verminderten Geschwindigkeit beim Austritt des 
Produktes aus dem katalytischen Zentrum und damit zu einer generell herabgesetzten 
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Reaktionsgeschwindigkeit. Aufgrund der außerordentlichen Affinität des Akzeptors zum 
Enzym ist auch die inhibitorische Bindung eines zweiten Akzeptormoleküls denkbar, 
wodurch die Katalyse behindert wird. In allen Fällen wird die Reaktionsgeschwindigkeit 
herabgesetzt, was im Modell als inhibierte „apparente“ Geschwindigkeit dargestellt wurde. 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das Aglykon einen sehr großen Einfluss 
auf die Reaktion mit der His6Propeptid-catβ4GalT1 ausübt. Mit zunehmend unpolarem 
Charakter der Linker werden die Inhibitionseffekte deutlicher. Daraus ergibt sich eine 
steigende Differenz zwischen gemessenen apparenten und berechneten kinetischen 
Parametern. Tabelle 1 fasst alle kinetischen Konstanten der drei Akzeptoren zusammen und 
stellt die Messwerte den apparenten berechneten Werten gegenüber. 
Tabelle 1: Kinetische Konstanten der Azidzucker.  
 Donorkinetik                     Akzeptorkinetik 
 KM  
[mM] 
Vmax  
[U/mg] 
KM [mM] 
   app.   berechnet 
Vmax [U/mg] 
  app.    berechnet 
Ki [mM] 
berechnet 
GlcNAc-AzI (1) 0,2 0,5    0,5             1,3    0,4             0,9   5,7 
GlcNAc-AzII (2) 0,3 0,5    0,5              50     0,5              86   0,04 
GlcNAc-AzIII (3) 0,2 0,4    0,1              51     0,6            161   0,003 
 
Diese Ergebnisse zeigen erstmals eine vergleichende Studie mit strukturell ähnlichen, jedoch 
bezüglich der Polarität verschiedenen Substraten mit einer humanen Galaktosyltransferase. 
Die Daten lieferten grundlegende Basisinformationen über im Weiteren durchgeführte 
LacNAc-Synthesebedingungen. Die Daten ermöglichten beispielsweise den gezielten Einsatz 
von optimalen Substratkonzentrationen und gaben ein grundlegendes Verständnis über 
resultierende Reaktionsgeschwindigkeiten. 
3.1.1 LacNAc Synthese mit Azid-funktionalisierten GlcNAc-Akzeptoren 
Optimale Bedingungen für LacNAc-Synthesen mit der His6Propeptid-catβ4GalT1  wurden 
bereits in der Arbeit (Sauerzapfe et al., 2009) vorgestellt, jedoch nicht in einem präparativen 
Maßstab. Basierend auf den kinetischen Daten mit den Azidzuckern wurden diese 
Synthesebedingungen auf einen präparativen Maßstab übertragen. Ausgehend von den drei 
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kinetisch charakterisierten GlcNAc-Akzeptoren wurde LacNAc-Azid mit der His6Propeptid-
catβ4GalT1 in präparativen Synthesevolumina synthetisiert, wobei der Maßstab dem Bedarf 
an Produkt angepasst werden konnte und zwischen 10 und 100 mL betrug. 
Für einen direkten Vergleich der Syntheseverläufe im 20 mL Maßstab wurden die drei 
Akzeptoren GlcNAc-AzI  bis Az-III zunächst unter identischen Bedingungen mit 5 mM 
Substratkonzentration auf Umsatzgeschwindigkeiten untersucht. Die Synthese wurde über 
24 h durchgeführt und mittels HPLC überprüft. Dem Ansatz wurde alkalische Phosphatase 
(AP) zugesetzt, da entstehendes UDP aus der Reaktion die GalT hemmen würde (Sauerzapfe 
et al., 2008). Die GalT zeigte mit den drei GlcNAc-Derivaten unterschiedliche 
Produktbildungsraten über die Zeit (Abbildung 15).  
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Abbildung 15: Zeit-Umsatz Kurven der drei Azid-funktionalisierten GlcNAc-Akzeptomoleküle 
(1-3). Im 20 mL Maßstab wurden die drei Synthesen parallel verglichen und auf 
prozentualen Umsatz der Edukte zu den entsprechenden LacNAc-Derivaten kontrolliert. 
Die Synthese enthielt je 0,3 U GalT und 5 mM Akzeptorsubstrat. GlcNAc-AzI (1, ●) wurde 
zu ca. 90 % umgesetzt, GlcNAc-AzII (2, ○) und GlcNAc-AzIII (3, □) erreichten einen 
maximalen Umsatz zu LacNAc von knapp 80 % nach 24 h Reaktionszeit mit 7 mM UDP-
Gal.  
Es fällt auf, dass die Umsätze zu LacNAc-AzII und -AzIII langsamer ansteigen als der des 
LacNAc-AzI. Insbesondere die Synthese von LacNAc-AzIII scheint stark durch die 
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Substratüberschussinhibition beeinträchtigt zu sein und steigt im Vergleich zu den anderen 
Synthesen fast linear an, ohne innerhalb von 24 h einen Umsatz von 80 % zu überschreiten. 
Die Synthese von LacNAc-AzII verlief etwas schneller, erzielte aber ebenfalls nur einen 
Umsatz von 80 % innerhalb von 24 h. Dagegen konnte GlcNAc-AzI innerhalb der kürzesten 
Zeit umgesetzt werden. Nach Synthese über Nacht (12 h) wurde ein Umsatz von über 70 % 
von GlcNAc-AzI erreicht, nach weiteren 12 h circa 90 %.  
Die Zeit-Umsatz Kurven spiegeln die kinetischen Daten aus Kapitel 3.1 wieder. Da die 
gewählte Substratkonzentration (5 mM) oberhalb der Ki Werte für GlcNAc-AzII und -AzIII 
lagen, befindet sich der Umsatz in beiden Fällen unter dem Einfluss einer 
Substratüberschussinhibition. Tabelle 2 zeigt den Substratüberschuss bezogen auf den 
jeweiligen Inhibitionskoeffizienten. 
Tabelle 2: Substratüberschussfaktor bei Einsatz von 5 mM Akzeptor für eine LacNAc-Azid 
Synthese. 
 Ki 5 mM *Ki
-1
 
GlcNAc-AzI 5,7 - 
GlcNAc-AzII 0,04 125-fach 
GlcNAc-AzIII 0,003 1660-fach 
   
Bei einem 125-fachen bzw. 1660-fachen Überschuss an Substrat über Ki ist es klar, dass die 
Syntheseraten vergleichsweise langsam zur ungehemmten Reaktion mit GlcNAc-AzI 
ablaufen. Es ist aber auch ersichtlich, dass generell ein Umsatz von über 70 % über 24 h für 
alle Substrate erzielt werden kann. Es kann also ausgeschlossen werden, dass der 
Inhibitionseffekt durch einen inaktiven Enzym-Substrat-Komplex entsteht. Sonst könnten 
keine Umsätze über 70 % erreicht werden. Es scheint eher eine Inhibition durch ein zweites 
bindendes Substratmolekül vorzuliegen, oder das Produkt wird langsamer freigesetzt. 
Die präparative enzymatische Synthese von LacNAc-AzII wurde bereits von Blixt et al. 
beschrieben (Blixt et al., 2001). Dort konnte eine Raum-Zeit Ausbeute von circa 6 g *(L
-1
 d
-1
) 
für 30 U Enzym pro Liter erzielt werden. Die hier vorgestellte Synthese von  LacNAc-AzII 
ergab hochgerechnet 3,5 g*(L
-1
 d
-1
) bei einem Einsatz von nur 7,5 U GalT. Damit konnte ein 
produktiveres System zur LacNAc Synthese angewendet werden. Eine weitere Verbesserung 
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der LacNAc-AzII Synthese kann zukünftig erfolgen, beispielsweise mit einer höheren 
Akzeptorkonzentration oder in größerem Volumen. Erste Synthesen im Maßstab bis 100 mL 
wurden erfolgreich durchgeführt. Hieran muss jedoch weiter gearbeitet werden, damit die 
Diffusion innerhalb des Ansatzes gewährleistet wird. Dies könnte zukünftig durch die 
Verwendung von Durchfluss-Reaktoren oder durch den Einsatz von immobilisierten Enzymen 
erfolgen. 
Aufgrund der auftretenden Inhibition konnte mit GlcNAc-AzIII kein quantitativer Umsatz 
erfolgen. Da die Syntheseergebnisse mit diesem Akzeptor nicht zufrieden stellend waren, 
sollte die Produktivität der LacNAc-AzIII Synthese optimiert werden. Eine erfolgreiche 
Strategie für die Synthese von LacNAc-AzIII war ein diskontinuierliches Fed-Batch 
Verfahren. Hier wurde zunächst 1,25 mM Substratkonzentration gewählt, bis ein Umsatz von 
> 70 % erreicht wurde. Anschließend wurde erneut Substrat in 1,25-mM Schritten bis zu einer 
finalen Konzentration von 5 mM zugegeben, jeweils nach mindestens 70 %igem Umsatz des 
vorherigen Schrittes. Abbildung 16 zeigt den Vergleich beider Synthesestrategien:  
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Abbildung 16: Vergleich der prozentualen Umsatzquote während zweier Synthesestrategien. 
Der Syntheseverlauf von LacNAc-AzIII unter Standardbedingungen (●) und 
diskontinuierlichem Fed-Batch Verfahren (○) mit je 0,3 U GalT und 7 mM UDP-Gal. Die 
Verfahren unterscheiden sich durch die Akzeptorkonzentration am Startpunkt der 
Synthese. Während unter Standardbedingungen 5 mM GlcNAc-AzIII zum Start gewählt 
wurde, begann das Fed-Batch Verfahren mit 1,25 mM GlcNAc-AzIII. Beide Synthesen 
wurden auf Umsatz kontrolliert. Nach erfolgtem Umsatz von je > 70 % des Eduktes im 
Fed-Batch Ansatz wurde erneut 1,25 mM zugegeben (Pfeilmarkierung). Diese Schritte 
wurden wiederholt bis Erreichen einer finalen Konzentration von 5 mM vergleichbar zum 
Standardansatz.  
Durch das Fed-Batch Verfahren konnten schon nach 10 h über 80 % Produkt synthetisiert 
werden, nach 24 h war ein quantitativer Umsatz von >98 % erreicht. Die 
Standardsynthesebedingungen führten dagegen innerhalb der 24 h nicht zum gleichen Umsatz 
und erzielten nur 80 %. Diese Fed-Batch Strategie birgt also für die präparative Synthese von 
LacNAc-AzIII erhebliche Vorteile, da mehr Produkt in kürzerer Zeit hergestellt werden kann. 
Die Fed-Batch Prozessführung konnte für die LacNAc-AzIII Synthese bis zu einem Volumen 
von 50 mL eingesetzt werden. Bei einem Umsatz von 98 % wurden pro Ansatz bis zu 125 mg 
Produkt synthetisiert. Auch eine Maßstabserhöhung wurde einmalig mit 100 mL 
Synthesevolumen durchgeführt. Für zukünftige Syntheseprozesse kann diese Technik weiter 
optimiert werden, beispielsweise durch einen kontinuierlichen Zustrom von Substrat.  
3 Ergebnisse und Diskussion 36 
Eine diskontinuierliche Zugabe größerer Konzentrationen bis zu maximal 1,5 mM pro Schritt 
ist denkbar, vermutlich sind aber kleinere Konzentrationen besser geeignet. Die kinetischen 
Werte mit GlcNAc-AzIII zeigen die höchsten Synthesegeschwindigkeiten bei einer 
Akzeptorkonzentration im Bereich zwischen 0,1 - 0,3 mM. Die Produktivität der Fed-Batch 
LacNAc-AzIII Synthese kann entsprechend noch weiter erhöht werden. Die Produktivität 
könnte in diesem Maßstab theoretisch um das Doppelte erhöht werden. 
3.1.2 Isolierung von LacNAc-Azid Strukturen  
Die synthetisierten LacNAc-Derivate müssen im Anschluss an die Synthese aufgereinigt 
werden. Dabei ist es vorteilhaft, möglichst geringe Konzentrationen an Begleitsubstanzen wie 
beispielsweise Puffersubstanzen im Reaktionsansatz vorliegen zu haben. Die Aufarbeitung 
der LacNAc-Azid Produkte erfolgte abhängig von der Polarität der Disaccharid-Derivate über 
unterschiedliche Methoden.  
Zunächst wurden alle Synthesereaktionen durch Denaturierung der Enzyme gestoppt. Dabei 
fielen Salze aus und bildeten einen unlöslichen Bodensatz im Synthesegefäß. Anschließend 
erfolgte eine Ultrafiltration des Überstandes, wobei die denaturierten Proteinbestandteile an 
einer Größenausschlussmembran zurückgehalten wurden. Diese beiden ersten Arbeitsschritte 
der Produktaufarbeitung wurden mittels Dünnschichtchromatographie analysiert, um dabei 
entstandene Produktverluste abzuschätzen. Das Ergebnis der Produktisolierung von LacNAc-
AzIII aus einer 50 mL Synthese ist in Abbildung 17 zu sehen. 
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Abbildung 17: DC zur Analyse der unlöslichen Bestandteile der Aufarbeitungsschritte. 
Aufgetragen von links nach rechts: GlcNAc-AzIII (1, Negativkontrolle), abzentrifugiertes 
Proteinpellet (2), unlöslicher Bodensatz der Synthese (3) und der vollständig umgesetzte 
Syntheseansatz nach 48 h (4, Positivkontrolle). Die Detektion erfolgte durch UV254nm 
Bestrahlung und anschließendes Verkohlen mit Schwefelsäure. Zu sehen sind deutliche 
Signale des Disaccharides LacNAc-AzIII (Pfeil unten, Rf 0,69) in allen Spuren außer der 
GlcNAc-Kontrolle (Pfeil oben, Rf 0,75).  
Die Analyse ergab ein Signal für das Produkt LacNAc-AzIII in beiden Arbeitsschritten. Im 
Proteinpellet der abgestoppten und ultrafiltrierten Synthese fand sich LacNAc-AzIII. Auch im 
Bodensatz unlöslicher Bestandteile der Synthese ließ sich das LacNAc-Produkt nachweisen. 
Der Produktverlust an der Ultrafiltrationsmembran ist dadurch erklärbar, dass denaturierte 
Proteinbestandteile während der Filtration die Membran besetzen und einen wachsenden 
Filterkuchen darauf bilden. In dieser Schicht werden neben Proteinbestandteilen auch andere 
Substanzen zurückgehalten, darunter LacNAc-AzIII. Eine Möglichkeit zur Verbesserung 
bietet die Crossflow-Filtration, bei der der Filtratfluss tangential zur Membran verläuft und 
damit eine Schichtbildung verhindert wird. Der Produktverlust am Synthesegefäßboden 
könnte auch durch ausgefallene Proteinaggregate entstanden sein. Es ist denkbar, dass in 
diesen Aggregaten auch andere Subtanzen eingeschlossen sind, wie beispielsweise das 
Syntheseprodukt LacNAc-AzIII. 
Auch die Synthesen von LacNAc-AzI und -AzII wurden durch Erhitzen abgestoppt und 
ultrafiltriert. Die jeweiligen Ultrafiltrate wurden über eine Größenausschlusschromatographie 
nach Praznik et al., 1992 mit dem Gelfiltrationsmaterial Bio-Gel P2 superfine (Biorad) 
aufgearbeitet. Bei einer Gelfiltration eluieren die Substanzen mit absteigendem 
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Molekulargewicht. Mit einem Molekulargewicht von 425,2 g/mol eluiert LacNAc-AzII 
theoretisch vor GlcNAc-AzII (290,1 g/mol). Dennoch wurde eine Trennung von 
GlcNAc-AzII und LacNAc-AzII als kritisch betrachtet. Daher wurden nur Ansätze mit 
100 %igem Syntheseumsatz LacNAc-AzI und -AzII für die Gelfiltration eingesetzt.  
Die Elution wurde fraktioniert und die einzelnen Fraktionen mit DC überprüft. Die eluierten 
Bestandteile konnten anhand ihrer Rf Werte zugeordnet und zusätzlich über Positivkontrollen 
identifiziert werden. Abbildung 18 zeigt einen beispielhaften Ausschnitt von Fraktionen einer 
Aufarbeitung von LacNAc-AzII in chronologischer Reihenfolge.   
 
Abbildung 18: DC von Gelfiltrationsfraktionen der Isolierung von LacNAc-AzII. Aufgetragen in 
chronologischer Reihenfolge sind die einzelnen Fraktionen, die das Produkt LacNAc-AzII 
enthalten (Rf 0,35. Pfeil), sowie die darauf folgenden Fraktionen, die den für HEPES 
charakteristischen hellen Fleck zeigen. 
Das Produkt LacNAc-AzII konnte erfolgreich in zwei Fraktionen nachgewiesen werden. Die 
Abtrennung fast aller Substanzen des Synthesegemischs wurde erreicht. In den direkt auf die 
LacNAc-Produkte folgenden Fraktionen eluierte jedoch die Puffersubstanz HEPES. Meist 
überschnitten sich dabei die Elutionen von LacNAc-AzII und HEPES. So konnte zwar ein 
großer Anteil HEPES von LacNAc-AzII abgetrennt werden, dennoch wurde LacNAc-AzII 
mit dieser Methode nicht in reiner Form isoliert. Um das Ergebnis zu bestätigen, wurde eine 
HPLC-MS Analyse durchgeführt (Abbildung 19).  
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Abbildung 19: HPLC-MS Messung einer LacNAc-AzII enthaltenden Fraktion nach Gelfiltration. 
Das extrahierte Massenspektrum von m/z 450,5 – 451,5 zeigt deutliche Counts 
bei 8,3 min, die der berechneten Masse [M] 452,2 von LacNAc-AzII entsprechen. Der 
erste bei Peak ca. 2 min Retentionszeit wurde mit einer Masse von [M-H]
+
 237,3 als 
HEPES identifiziert. Die Detektion erfolgte bei 205 nm. 
Das Produkt LacNAc-AzII wurde über die MS Messung bestätigt. In der gemessenen Fraktion 
ist der hohe Anteil an HEPES deutlich neben dem Signal von LacNAc-AzII erkennbar. 
Weitere Substanzen konnten in dieser Fraktion nicht gefunden werden, es wurden außer 
HEPES und LacNAc-AzII alle Substanzen aus dem Synthesegemisch entfernt.  
Das gleiche Ergebnis galt auch für die Isolierung von dem Produkt LacNAc-AzI aus dem 
Synthesegemisch. Für die Aufreinigung von LacNAc-AzI über Gelfiltration ergaben sich die 
gleichen Probleme durch eine Überlagerung mit HEPES. Restliche Substanzen und auch 
große Anteile HEPES konnten jedoch entfernt werden. Da trotzdem keine vollständige 
Trennung von LacNAc-AzII bzw. -AzI von der Puffersubstanz möglich war, ist diese 
Methode scheinbar schlecht geeignet für eine Isolierung der LacNAc-Produkte mit 
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ausreichender Güte. Unter verbesserten Bedingungen könnte diese Methode trotz der 
gezeigten Probleme zukünftig für eine LacNAc-Azid Isolierung erfolgreich sein. Es können 
die Fraktionsvolumina kleiner gewählt werden und durch den Einsatz einer längeren Säule 
kann die Trennstrecke erhöht werden. Dies würde auch die Ladekapazität der Säule erhöhen, 
die mit maximal 2 mL Probevolumen für präparative Trennungen relativ gering ist. 
Syntheseansätze mit größeren Volumina mussten auf mehrere Läufe aufgeteilt werden, was 
Produktverluste bewirkte. Da insbesondere HEPES während der Produktaufarbeitung 
problematisch war, wurde im Folgenden die Puffersubstanz HEPES durch Ammoniumacetat 
ersetzt. Diese Substanz besitzt ein geringeres Molekulargewicht und ist außerdem flüchtig, so 
dass Ammoniumacetat (AAC) aus dem Gemisch abrotiert werden kann. 
Um die vorgestellten Probleme der LacNAc-Isolierung mit Gelfiltration zu umgehen, wurde 
die präparative HPLC angewendet. Die unzureichende Ladekapazität konnte jedoch auch 
durch den alternativen Einsatz einer präparativen HPLC Anlage nicht erhöht werden. Auf die 
präparative Säule konnten ebenfalls nur maximal 2 mL Probevolumen aufgetragen werden. 
Die HPLC fand an Umkehrphasen-C18 Material statt, das mit den unpolaren 
Funktionalisierungen der LacNac-Derivate interagieren kann. Die Elution der Saccharide 
erfolgte mit einem Acetonitril/Wasser Gradienten. Da die Linker der Saccharide LacNAc-AzI 
und -AzII eher polaren Charakter besitzen, wurde ein Acetonitril Gradient schnell 
ansteigendem Wasseranteil erstellt. Die Fraktionierung erfolgte anschließend manuell. Die 
einzelnen Fraktionen wurden mit DC, analytischer HPLC, MS und NMR untersucht. 
Abbildung 20 zeigt die Fraktionierung einer LacNAc-AzI und -AzII HPLC-Aufreinigung mit 
den zugehörigen DC Ergebnissen. 
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Abbildung 20: Chromatogramme der präparativen Isolierung von LacNAc-AzI und –AzII. Die 
Detektion an der HPLC erfolgte über UV205 nm, auf der DC durch UV254 nm und 
Verbrennung mit Schwefelsäure. Oben: HPLC (A) und DC (B) der Isolierung von 
LacNAc-AzI. Die Fraktionierung (Fr. 1-7) wurde mit DC überprüft (Fr. 4-6, Spot von 
LacNAc-AzI mit Rf 0,42 und UV254 Signal eingezeichnet für Uridin, Rf 0,58). Unten: 
HPLC Chromatogramm (C) der Isolierung von LacNAc-AzII mit zugehöriger DC (D) der 
Fraktion 2 (Rf 0,35) und GlcNAc-AzII als Kontrolle (K, Rf 0,68). 
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Abbildung 20 zeigt die präparative Isolierung der LacNAc Produkte -AzI und -AzII aus dem 
Synthesegemisch. Durch manuelles Fraktionieren konnte eine Isolierung auch bei 
unzureichender Peaktrennung erfolgen, was bei der Aufarbeitung von LacNAc-AzI der Fall 
war. LacNAc-AzI und Uridin überlagerten sich teilweise im Bereich der Retentionszeiten 
zwischen 10 und 15 min. Uridin scheint eine ähnliche Polarität wie LacNAc-AzI zu besitzen, 
denn über reversed-phase (RP) Chromatographie zeigen beide in diesem Bereich relativ 
ähnliche Retentionszeiten. Uridin entsteht im Syntheseansatz durch die alkalische 
Phosphatase. Diese zersetzt UDP zu Uridin und Phosphat, da UDP auf die Synthese einen 
hemmenden Einfluss hat (Sauerzapfe et al., 2008). Die DC Analyse zeigt den Anteil an Uridin 
in späteren Fraktionen an (Abbildung 20, B). Nur durch sehr kleine Fraktionsvolumina 
konnten reine LacNAc-AzI enthaltende Fraktionen gewonnen werden. Die Fraktionen wurden 
mittels DC kontrolliert und anschließend einrotiert. Das Produkt wurde danach mittels MS 
und NMR verifiziert (Abbildung 21, NMR Messungen durch T. Anders, DWI am ITMC der 
RWTH Aachen).  
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Abbildung 21: MS und NMR Ergebnisse des LacNAc-AzI (4). Das synthetisierte Disaccharid wurde 
mit DC, HPLC, MS und NMR analysiert und konnte bestätigt werden.  
MS: gemessen m/z 407,2 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 408,2. 
 
1
H NMR (300 MHz, D2O = 4.79 (br, 6H, OH), 4.75 (d, 1H, J= 8.55, H-1
A
), 4.90 (d, 1H, 
J= 7.80, H-1
B
), 3.97 (d, 1H, J= 11.92, H-6
A
), 3.90 (s, 1H, H-5
B
), 3.85-3,4 (m, 10H), 2.03 
(s, 3H, NAc) ppm. 
13
C NMR (75 MHz, D2O = 174.8 (NAc), 102.9 (C-1
B
),  88.6 (C-1
A
), 
77.8 (C-4
A
), 75.4 (C-5
A
), 74.8 (C-5
B
), 72.5 (C-3
B
), 72.3 (C-3
A
), 70.9 (C-2
B
), 68.5 (C-4
B
), 
61.0 (C-6
B
), 59.8 (C-6
A
), 54.6 (C-2
A
), 22.1 (NAc) ppm. 
Das Produkt LacNAc-AzI konnte zwar erfolgreich isoliert und verifiziert werden, aber beide 
vorgestellten Isolierungsmethoden waren nicht optimal für diesen Zucker. Eine 
durchschnittliche Ausbeute durch HPLC-Isolierung lieferte ca. 55 % Produkt. Insgesamt 
konnten 20 mg kristalliner Feststoff (ca. 49 µmol) zur Analyse isoliert werden. Die 
Größenausschlusschromatographie über Gelfiltrationsmaterial konnte keine vollständige 
A B 
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Trennung zwischen Produkt und HEPES bewirkten. Dagegen konnte die präparative 
RP-HPLC an einer C18 Matrix Uridin nicht vollständig vom Produkt trennen. Beide 
Methoden können zukünftig für diesen Zucker optimiert werden, jedoch wurden an dieser 
Stelle keine fortführenden Arbeiten mit LacNAc-AzI unternommen. Dieser Zucker könnte 
aber mittels präparativer normal-phase (NP) HPLC isoliert werden. Auch der Einsatz einer 
C18 aq-Phase wäre denkbar, bei der der Einsatz von Wasser als Laufmittel zulässig ist.  
Die Produktisolierung von LacNAc-AzII lief weniger problematisch. Der (CH2)2-Alkyllinker 
des LacNAc-AzII konnte eine stärkere Wechselwirkung mit der C18 RP-Matrix eingehen. 
Somit eluierte das Disaccharid bei späteren Retentionszeiten (Abbildung 20, C und D). Die 
Fraktionierung brachte saubere Produktlösungen, die zunächst mit DC und analytischer HPLC 
kontrolliert wurde. Anschließend wurde das Produkt mittels MS und NMR verifiziert 
(Abbildung 22). 
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Abbildung 22: MS und NMR Ergebnisse des LacNAc-AzII (5). Das synthetisierte Disaccharid 
wurde mit DC, HPLC, MS und NMR analysiert und konnte bestätigt werden.  
MS: gemessen m/z 451,2 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 452,2.  
1
H NMR (300 MHz, D2O = 4.79 (br, 6H, OH), 4.58 (d, 1H, H-1
A
, J12= 8.41), 4.45 (d, 1H, 
J= 7.86, H-1
B
), 4.02 (m, 1H, O-CH2), 3.96 (m, 1H, J= 12.23, H-6
A
), 3.90 (s, 1H, H-5
B
), 
3.81 (m, 1H, H-6’
A
), 3.75-3.63 (m, 8H), 3.58 (br, 1H, H-3
A
), 3.51 (m, 1H, H-2
B
), 3.46 (m, 
2H, CH2N3), 2.03 (s, 3H, NAc) ppm. 
13
C NMR (75 MHz, D2O = 174.6 (NAc), 102.8 (C-
1
B
), 100.9 (C-1
A
), 78.3 (C-4
A
), 75.3 (C-5
A
), 74.7 (C-5
B
), 72.4 (2C, C-3
A
, C-3
B
), 70.9 (C-
2
B
), 68.7 (C-4
B
), 68.5 (OCH2), 60.9 (C-6
B
), 59.9 (C-6
A
), 54.9 (C-2
A
), 50.3 (CH2N3), 22.2 
(NAc) ppm. 
Das Produkt LacNAc-AzII wurde erfolgreich synthetisiert, isoliert mit einer 
durchschnittlichen Ausbeute von 65 % und verifiziert. Ca. 25 mg Produkt wurden insgesamt 
hergestellt (ca. 55 µmol). Für weitere Versuche wurde LacNAc-AzII z.B. in einer 
Trisaccharidsynthese eingesetzt, jedoch zeigte sich das Produkt LacNAc-AzIII als besseres 
Substrat. 
B A 
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Aufgrund des unpolaren (CH2)6-Linkers an LacNAc-AzIII konnte das Disaccharid problemlos 
entweder über SepPak
®
 C18 Säulen oder RP-HPLC isoliert werden. Die SepPak-Matrix 
interagiert über hydrophobe Wechselwirkungen mit den unpolaren Alkyleinheiten des Linkers 
und das Disaccharid wird zurückgehalten. Eine Elution mit Acetonitril führt zu reiner 
Zuckerlösung, aus der das Acetonitril abrotiert werden kann. Auch über präparative HPLC 
war eine Produktisolierung gut möglich. Das jeweilige Eluat wurde eingeengt und der 
kristalline Feststoff durch MS und NMR Messungen analysiert (Abbildung 23). 
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Abbildung 23: MS und NMR Ergebnisse des LacNAc-AzIII (6). Das synthetisierte Disaccharid 
wurde mit DC, HPLC, MS und NMR analysiert und konnte bestätigt werden.  
MS: gemessen m/z 507,3 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 508,4.  
1
H NMR (300 MHz, D2O = 4.79 (br, 6H, OH), 4.42 (d, 1H, J= 7.82, H-1
A
), 4.37 (d, 1H, 
J= 7.85, H-1
B
), 3.89 (m, 1H, J= 12.34, H-6
A
), 3.82 (m, 1H, H-5
B
), 3.79 (m, 1H, O-CH2) 
3.73 (m, 1H, H-6’
A
), 3.72-3.35 (m, 9H), 3.22 (m, 2H, CH2-N3), 1.94 (s, 3H, NAc) 1.51-1.45 
(4H, O-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 1.26 (m, 4H, (4H, O-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-
CH2-N3) ppm. 
13
C NMR (75 MHz, D2O = 174.3 (NAc), 102.8 (C-1
B
), 101.0 (C-1
A
), 78.4 
(C-4
A
), 75.3 (C-5
A
), 74.7 (C-5
B
), 72.4 (2C, C-3
A
, C-3
B
), 70.9 (C-2
B
), 70.3 (OCH2), 69.5 (C-
4
B
), 68.5 (OCH2), 60.9 (C-6
B
), 60.0 (C-6
A
), 55.0 (C-2
A
), 51.0 (CH2N3), 28.3 (O-CH2-CH2-
CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 27.9 (O-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 25.5 (O-CH2-CH2-CH2-
CH2-CH2-CH2-N3), 24.5(O-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 22.1 (NAc) ppm. 
Die Isolierung über SepPak
®
 C18 Säulen lieferte über 90 % Ausbeute, die präparative HPLC 
konnte jeweils zwischen 60 und 80 % Ausbeute liefern. Zusätzlich wurde der Versuch 
unternommen, LacNAc-AzIII mittels Gelfiltration wie beschreiben zu isolieren. Dies 
erbrachte eine Ausbeute von ca. 45 % Produkt. Insbesondere für dieses Disaccharid ist 
entsprechend die Isolierung über die hydrophobe  SepPak
®
 Matrix zu empfehlen. 
Das Produkt LacNAc-AzIII wurde bestätigt. Im Laufe der Arbeit wurden insgesamt circa 
300 mg Produkt (0,6 mmol) mittels Fed-Batch Synthese (Kapitel 3.1.1) hergestellt, schnell 
und einfach isoliert, und für weitere Versuche eingesetzt. 
B A 
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Mit den LacNAc-Derivaten konnten zur Bestimmung der Konzentrationen in den Fraktionen 
von LacNAc-Azid keine Eichgeraden erstellt werden, da nicht ausreichend Substanz dafür 
vorhanden war. Daher wurden die Ausbeuten durch Einwiegen des kristallinen Feststoffes 
bestimmt. Die daraus berechneten Produktausbeuten von LacNAc-AzI bis -AzIII lagen 
zwischen 45 % bis über 90 %, abhängig von den verschiedenen Isolierungs- und 
Analysemethoden. Zusammenfassend kann die besonders effiziente Herstellung von 
LacNAc-AzIII betont werden, für präparative Mengen LacNAc-AzIII konnten Synthese- und 
Isolierungsmethoden etabliert werden. Jedoch gelangen auch Isolierungen der Disaccharide 
LacNAc-AzI und -AzII im mg-Maßstab, die für zukünftige Anwendungen genutzt werden 
können; beispielsweise wie in diesem Projekt beabsichtigt als Element eines 
Baukastensystems zur Funktionalisierung von artifiziellen Oberflächen. 
3.1.3 Klickreaktion mit Azid-funktionalisierten Sacchariden 
Der nächste Schritt sollte auf die Kopplung funktionalisierter Saccharide mit 
multifunktionellen Kopplungsstrukturen vorbereiten. Die im vorherigen Kapitel präsentierten 
GlcNAc- und LacNAc-Azid Derivate sollten an einer komplementär funktionellen Oberfläche 
über die Kupfer-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition (Klickreaktion) immobilisiert werden. 
Als erster Schritt zur Etablierung eines Protokolls wurde die Klickreaktion modellhaft in 
Lösung mit einem GlcNAc-Azid Derivat und einem kommerziell erhältlichen 
Reaktionspartner getestet.  
Das Saccharid GlcNAc-AzIII stand im ausreichenden Maßstab zur Verfügung und wurde als 
Substrat für Testreaktionen mit Propargylamin eingesetzt. In Anlehnung an das Protokoll von 
Chan et al. wurde das bifunktionelle Molekül Propargylamin verwendet und diente als 
Reaktionspartner für eine Klickreaktion (Chan et al., 2007). Propargylamin besitzt eine 
Aminogruppe sowie eine Alkingruppe, mit der es eine Klickreaktion mit der Azidgruppe des 
GlcNAc-AzIII eingehen kann (Abbildung 24).  
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Abbildung 24: Klickreaktion mit GlcNac-AzIII und Propargylamin. Die Reaktion wurde unter 
folgenden Bedingungen durchgeführt: 5 mol% Cu(II)SO4, 20 mol% Natriumascorbat, 
17 mol% GlcNAc-AzIII bezüglich Propargylamin (PA). PA und das Saccharid wurden 
zunächst gemeinsam gerührt, anschließend wurden Natriumascorbat und Cu(II)SO4 dazu 
gegeben. Aus einer gelben Färbung bildete sich ein Umschlag zu braun unter Ausfall 
eines Präzipitates. Überstand und Präzipitat wurden hinsichtlich des Klickproduktes 
mittels DC kontrolliert. 
Die Reaktion wurde mit der dünnschichtchromatographischen Methode überprüft, da das 
Reaktionsgemisch aufgrund der hohen Toxizität des Propargylamins nicht über HPLC 
gemessen werden sollte. Durch mitgeführte Kontrollen erfolgte die Zuordnung der 
Substanzen über Rf Werte (Abbildung 25): 
1      2     3     4
 
Abbildung 25: DC zur Analyse der Klickreaktion mit GlcNAc-AzIII und Propargylamin. 
Aufgetragen von links nach rechts: Propargylamin (Spur 1, Rf 0,9), Reaktionsansatz der 
Klickreaktion (Spur 2, Rf 0,65), 1:10 verdünnter Reaktionsansatz, GlcNAc-AzIII zur 
Kontrolle (Spur 4, Rf 0,75). 
Für das Klickprodukt wurde aufgrund des Triazolrings eine höhere Polarität als für 
GlcNAc-AzIII angenommen, was für das Klickprodukt einen niedrigeren Rf Wert bewirken 
müsste. Der Nachweis einer polaren Substanz im Reaktionsgemisch neben GlcNAc-AzIII und 
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Propargylamin wurde über DC erbracht, was auf eine erfolgreiche Klickreaktion hindeutet. 
Für eine Verifizierung dieser Reaktion muss jedoch zukünftig eine weitere Analysemethode 
eingesetzt werden, um das Produkt auf korrekte Masse und Molekülstruktur zu untersuchen. 
In späteren Untersuchungen wurde Propargylamin durch ein nicht kommerzielles 
bifunktionelles Kopplermolekül ersetzt. In der Dissertation von T. Anders (Arbeitsgruppe 
Prof. M. Möller, DWI am ITMC der RWTH Aachen) wurde ein bifunktioneller Koppler 
entwickelt, der in der vorliegenden Arbeit im Rahmen des Kooperationsprojektes mehrfach 
zum Einsatz kam (Abbildung 26).  
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Abbildung 26: Bifunktionelles Kopplermolekül (8, entwickelt und hergestellt von T. Anders, 
DWI am ITMC der RWTH Aachen). Dieser Koppler besitzt eine geschützte 
Aminofunktion, die durch Säurehydrolyse entschützt wurde. Die resultierende freie 
Aminogruppe kann auf aminoreaktiven Oberflächen zur Immobilisierung eingesetzt 
werden. Eine Propargylgruppe ermöglicht die Klickreaktion mit einem Azid-
funktionalisierten Saccharid-Derivat und damit die kovalente Verankerung einer 
Saccharideinheit. 
Durch T. Anders wurde der Versuch unternommen, LacNAc-AzIII mit dem bifunktionellen 
Kopplermolekül in einer Klickreaktion zu verknüpfen. Diese Klickreaktion sollte einen 
möglichen Schritt zum modularisierten Nachbau einer natürlichen Glykanstruktur nach 
Abbildung 7 darstellen. Das Kopplermolekül besitzt analog dem Propargylamin eine Aklin- 
und Aminogruppe zur Verankerung an einer aminoreaktiven Oberfläche bzw. zur 
Klickreaktion mit Aziden wie LacNAc-AzIII (Abbildung 27). 
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Abbildung 27: Klickreaktion mit LacNAc-AzIII (6) und einem bifunktionellen Kopplermolekül (8). 
Die Klickraktion mit LacNAc-AzIII und dem Kopplermolekül wurde durch T. Anders (DWI 
am ITMC, RWTH Aachen) durchgeführt und das Klickprodukt teilweise über eine 
Kieselgelsäule isoliert. Eine Untersuchung der Reaktion und des isolierten 
Klickproduktes (9) erfolgte über DC und HPLC. 
Diese Reaktion bzw. das Ergebnis der Aufarbeitung über eine Kieselgelsäule wurde mittels 
DC und HPLC analysiert. Es konnte jedoch keine exakte Zuordnung eines einzelnen 
Produktes getroffen werden, womit eine deutliche Aussage über den Erfolg der Reaktion 
ausbleibt. Zukünftig muss eine geeignete Methode gefunden werden, das Produkt aus dem 
Reaktionsgemisch zu isolieren und anschließend zu verifizieren. Eine Auftrennung über 
Gelfiltration wie bereits in Kapitel 3.1.2 vorgestellt könnte für das Saccharid-Koppler Modul 
mit einem Molekulargewicht von 780,4 g/mol angewendet werden, um es zu isolieren. Dies 
stellt eine wichtige Herausforderung für die zukünftige Herstellung von Saccharideinheiten an 
Kopplermoleküle und die anschließende Isolierung der Saccharid-Koppler Module dar. Nur 
wenn eine geeignete Methode gefunden werden kann, können auf diesem Wege 
Kopplermoleküle mit unterschiedlichen Poly-LacNAc Strukturen kombiniert und für eine 
flexible Saccharid-Präsentation eingesetzt werden. Die Strategie, zunächst die Kopplung 
durchzuführen und anschließend das Modul zu immobilisieren, wurde dementsprechend nicht 
weiter verfolgt. Stattdessen wurden die Module über eine zuerst durchgeführte 
Immobilisierung des Kopplers und anschließende Klickreaktion verankert (Kapitel 3.7). 
3.1.4 Präparative Synthese von Poly-LacNAc-Azid Strukturen  
Eine wichtige Vorraussetzung  für das Ziel dieser Arbeit war es, in präparativem Maßstab 
Poly-LacNAc-Derivate mit unterschiedlichen Funktionalisierungen zu synthetisieren. Für 
spätere Immobilisierungversuche und Charakterisierung der hergestellten Oberflächen 
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mussten ausreichende Stoffmengen an funktionalisierten Oligosacchariden zur Verfügung 
stehen.  
Mit dem Einsatz von drei verschiedenen Enzymen wurden Poly-LacNAc Synthesen 
durchgeführt. Zur Bereitstellung des teuren Donorsubstrates UDP-Gal aus UDP-Glc kam die 
UDP-Glc-4’-Epimerase zum Einsatz (Namdjou et al., 2007). Wie bereits in den kinetischen 
Untersuchungen wurde das GalT Fusionsprotein His6-Propeptid-catβ4GalT1, sowie zusätzlich 
die bakterielle β1,3-N-Acetyl-glukosaminyl-Transferase (GlcNAcT) aus Helibacter pylori 
(Logan et al., 2005) verwendet. Die Synthese verlief entweder sukzessiv mit abwechselndem 
Einsatz von GalT und GlcNAcT, oder im Ein-Topf Verfahren bei gleichzeitiger Anwendung 
der drei Enzyme. Im sukzessiven Verfahren konnten definierte Kettenlängen pro Ansatz 
erzeugt werden, im Ein-Topf Verfahren ein Gemisch aus unterschiedlich langen 
Saccharidketten. Abbildung 28 zeigt beide Syntheserouten im schematischen Vergleich: 
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Abbildung 28: Synthesestrategien zur präparativen Herstellung von Poly-LacNAc Strukturen. 
1. Links ist schematisch der Ablauf der sequentiellen Syntheseroute unter 
abwechselndem Einsatz beider Glykosyltransferasen aufgeführt. Die Synthese startet mit 
GlcNAc-R. Schrittweise wird in jedem Ansatz eine Saccharideinheit hinzugefügt. Diese 
Syntheseroute wurde bis zum Hexasaccharid durchgeführt. 2. Auf der rechten Seite ist 
das Ein-Topf Verfahren gezeigt. Ausgehend von einem einzigen Ansatz mit LacNAc-R als 
Substrat wird ein Poly-LacNAc Gemisch aus unterschiedlichen Kettenlängen im Ansatz 
hergestellt. Mit diesem Verfahren konnten Strukturen bis zum Decasaccharid synthetisiert 
werden.  
Die Akzeptoren GlcNAc-AzIII und -amino-tBoc kamen hierfür zum Einsatz (=R), um Poly-
LacNAc mit einer Azid- bzw. einer Aminofunktion chemo-enzymatisch zugänglich zu 
machen. 
 
Das sukzessive Verfahren ist zeitlich aufwendiger und aufgrund vieler Arbeitsschritte ein 
anspruchsvoller Prozess. Bei der sukzessiven Poly-LacNAc Syntheseroute wird pro Ansatz 
eine Saccharideinheit addiert, anschließend muss der Ansatz aufgearbeitet werden. Zur 
Synthese von geradzahligen Saccharidketten wird die GalT für den Transfer von Galaktose 
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auf GlcNAc-terminierte Akzeptoren eingesetzt. Dieser Schritt wird mit dem Einsatz der 
Epimerase zur kostengünstigen Herstellung von UDP-Gal aus UDP-Glc kombiniert. 
Anschließend erfolgt durch die GlcNAcT der Transfer von GlcNAc auf Gal-terminierte 
Saccharidketten. Die jeweiligen Enzyme werden für jeden Schritt frisch hinzu gegeben. Sie 
müssen in jedem Syntheseansatz einen maximalen Umsatz erzielen, um für den nächsten 
Syntheseschritt die maximale Substratkonzentration bereit zu stellen. Die Präparation 
zwischen den Schritten besteht aus der Denaturierung des eingesetzten Enzyms und dessen 
anschließende Entfernung mittels Ultrafiltration aus dem Synthesegemisch.  
Das erste Substrat für eine Trisaccharidsynthese mit dem Enzym GlcNAcT war 
LacNAc-AzII. Das Trisaccharid-Produkt GlcNAc(β1-3)Gal(β1-4)GlcNAc-AzII  konnte über 
eine MS Messung bestätigt werden.  
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Abbildung 29: MS Ergebnis des Trisaccharid-AzII (10). Das im analytischen Maßstab synthetisierte 
Trisaccharid wurde mit HPLC und MS analysiert und konnte bestätigt werden. Die MS 
Messung ergab: gemessen m/z 654,3 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 655,3.  
 
Das Trisaccharid-AzII wurde im analytischen Maßstab synthetisiert und anschließend 
verifiziert. Auch LacNAc-AzIII konnte erfolgreich als Akzeptor eingesetzt und mit der 
GlcNAcT das Trisaccharid-AzIII hergestellt werden. Anschließend wurden die Volumina  der 
(Poly-)LacNAc Synthesen vom analytischen auf einen präparativen Maßstab angehoben, 
womit Syntheseausbeuten im mg-Maßstab von (Poly-)LacNAc-Produkten ermöglicht wurden. 
Als Akzeptor für präparative Synthesen wurde GlcNAc- bzw. LacNAc-AzIII eingesetzt. Das 
Substrat GlcNAc-AzIII stand in ausreichenden Stoffmengen zur Verfügung, und auch das in 
Kapitel 3.1.1 hergestellte LacNAc-AzIII diente als Substrat für präparative Poly-LacNAc 
Synthesen. 
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In Abbildung 30 ist ein sukzessiver Syntheseverlauf aus GlcNAc-AzIII zum Tetrasaccharid 
di-LacNAc-AzIII im chronologischen Verlauf dargestellt, der jeweils im 20 mL Maßstab 
durchgeführt wurde. 
A
B
C
42                                        43                                              44                                 45                          min 
 
Abbildung 30: HPLC Chromatogramm dreier sukzessiver Syntheseschritte von GlcNAc-AzIII 
zum Tetrasaccharid di-LacNAc-AzIII. (A) Das Chromatogramm zeigt einen 
Syntheseansatz nach 12 h mit 60 %igem Umsatz von GlcNAc-AzIII (45,2 min) zu 
LacNAc-AzIII (43,8 min). Erst nach erfolgtem > 95 %igem Umsatz wurde die Synthese 
zum Trisaccharid fortgeführt. (B) Mit > 95 % LacNAc-AzIII im Syntheseansatz folgte die 
Trisaccharid-AzIII Synthese. Nach > 95 % Umsatz ist der Produktpeak bei 43,4 min zu 
sehen. (C) Ausgehend vom Trisaccharid wurde mit der Synthese von di-LacNAc-AzIII 
(Tetrasaccharid, 42,6 min) fortgefahren. In jedem Syntheseschritt wurden ca. 0,1 mmol 
Produkt synthetisiert. Die Detektion der Produkte erfolgte bei 205 nm. 
Abbildung 30 zeigt beispielhaft die Herstellung von di-LacNAc-AzIII (Tetrasaccharid) aus 
GlcNAc-AzIII. Die Syntheseschritte erfolgten jeweils über Nacht, mit je einer ungefähren 
Synthesedauer von ~ 12 h bei 20 mL Synthesen und diffusionsbedingt ~ 24 h für 50 mL 
Synthesen. Meist konnten die Synthesen jeweils am Folgetag aufgearbeitet werden. Dafür 
wurde das Enzym durch Hitze denaturiert und ultrafiltriert. Diese beiden 
Aufarbeitungsschritte verliefen nie verlustfrei, so dass jedes Mal Produktverlust einkalkuliert 
werden musste. Der Überstand konnte entweder für eine Produktisolierung oder eine 
Folgesynthese eingesetzt werden. Die Isolierung der Produkte konnte bis zum Trisaccharid 
erfolgreich über SepPak
®
 Säulen durchgeführt werden mit einer durchschnittlichen Ausbeute 
an Trisaccharid von ca. 60 %. Längere Ketten mit mehr Saccharideinheiten besitzen eine 
größere Anzahl Hydroxygruppen und damit eine höhere Hydrophilie und sind daher 
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ungeeignet für Isolierung über SepPak
®
 Matrices. Entsprechend wurden Saccharide ab dem 
Tetrasaccharid ausschließlich mit präparativer RP-HPLC aufgereinigt. 
Der Vorteil des sukzessiven Verfahrens liegt darin, gezielt definierte Kettenlängen herstellen 
zu können. Bis maximal zum Hexasaccharid konnten die sukzessiven Synthesen effizient 
realisiert werden. Die Produkte ließen sich problemlos aus dem jeweiligen Syntheseschritt 
isolieren. Dennoch ist der Arbeitsaufwand für Kettenlängen über das Hexasaccharid hinaus 
aufgrund mehrerer Synthesezeiten, Produktverluste durch intermediäre Aufarbeitung sowie 
der Bedarf an großen Mengen Enzym unverhältnismäßig. Finale Ausbeuten von jeweils 
zwischen 30 und 40 % bezogen auf die eingesetzte Stoffmenge an Akzeptor für alle 
Kettenlängen konnten nicht überschritten werden. Die alternative Methode für Poly-LacNAc-
Synthesen ist das Ein-Topf Verfahren. Das Ein-Topf Verfahren (Abbildung 28) würde im 
optimalen Fall nur einmalige Zugabe von Enzym, einmalige Synthesezeit und anschließend 
einen einzigen Aufarbeitungsschritt benötigen. Produktverluste durch intermediäre 
Aufarbeitungen entfallen hier. Durch einen entsprechenden Einsatz an Stoffmenge des 
Substrates können auch hier Poly-LacNAc Derivate in mg-Mengen hergestellt werden. 
Mit LacNAc-AzIII als Substrat wurde das Ein-Topf Verfahren unter gleichzeitigem Einsatz 
der drei Enzyme GalT, Epimerase und GlcNAcT durchgeführt. Es ergaben sich unter den 
eingesetzten Verhältnissen zunächst hauptsächlich GlcNAc-terminierte Kettenlängen, so dass 
ein zusätzlicher Inkubationsschritt mit der GalT erforderlich war. Danach konnten höhere 
Anteile an Gal-terminierten Kettenlängen nachgewiesen werden. Somit bestand das hier 
durchgeführte Ein-Topf Verfahren aus zwei Teilschritten: ein erster Inkubationsschritt mit 
allen drei Enzymen und ein zweiter mit zusätzlicher GalT und Epimerase. Die Ein-Topf 
Synthese wurde im Maßstab von 50 - 100 mL durchgeführt. In dieser Größenordnung 
mussten diffusionsbedingt längere Inkubationszeiten einkalkuliert werden. Die Synthesedauer 
für einen 100 mL Ansatz mit den zwei Teilschritten konnte insgesamt bis zu 5 d in Anspruch 
nehmen. Abbildung 31 zeigt die Ergebnisse beider Schritte.  
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Abbildung 31: Verteilung der Oligosaccharide einer Poly-LacNAc-AzIII Ein-Topf Synthese. Die 
Synthese startete mit 2,5 mM LacNAc-AzIII und 0,6 U Epimerase, 0,8 U GalT und 
0,4 U GlcNAcT, mit 15 mM UDP-Glc und 7,5 mM UDP-GlcNAc. In 100 mL 
Synthesevolumen wurden nach einer Inkubationszeit von 48 h hauptsächlich 
ungeradzahlige Saccharide im Ansatz identifiziert (GlcNAc-terminiert, dunkle Balken). Ein 
erneuter Einsatz von je 0,6 U GalT und Epimerase für weitere 24 h bewirkte einen 
höheren Anteil geradzahliger Poly-LacNAc-AzIII Moleküle (Gal-terminiert, helle Balken). 
Die Stoffmenge an Saccharid-AzIII konnte bis zu 0,1 mmol im Ansatz betragen. 
Nach 48 h -dem ersten Teilschritt- wurde die Verteilung an unterschiedlichen Kettenlängen 
im Synthesegemisch analysiert. Die Ausgangssubstanz LacNAc-AzIII konnte nur in geringen 
Konzentrationen festgestellt werden (< 5 %) und wurde fast vollständig zu längeren Ketten 
umgesetzt. GlcNAc-terminierte ungeradzahlige Zuckerketten dominierten bei den 
eingesetzten Enzymverhältnissen. Aufgrund des zweifachem Überschusses an eingesetzter 
GalT gegenüber der GlcNAcT wären hauptsächlich eigentlich Gal-terminierte Zucker 
erwartet worden. Dennoch wurden bei den eingesetzten Enzymverhältnissen fast 
ausschließlich GlcNAc-terminierte Zucker synthetisiert. Die größten Anteile hatten Tri- und 
Pentasaccharid, aber auch Hepta- und Nonasaccharid konnten identifiziert werden. Darüber 
hinaus ließen sich den Chromatogrammen sogar Poly-LacNAc-AzIII Strukturen bis zum 
Tridecasaccharid (13 Einheiten) in sehr geringen Mengen nachweisen (< 0,5 %). Nach dem 
zweiten Inkubationsschritt von 24 h mit frischer GalT und Epimerase wurde die Synthese 
erneut analysiert. In Abbildung 31 ist zu erkennen, dass durch den zusätzlichen GalT Einsatz 
der relative Anteil der Gal-terminierten Zucker zunahm (helle Balken). Besonders die Anteile 
an Tetra- und Hexasaccharid stiegen um mehr als das Dreifache. Auch Di- und Trisaccharid 
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steigt leicht in der Konzentration, was auf Umsetzung des zu unter 5 % enthaltenen Eduktes 
GlcNAc-AzIII im Reaktionsansatz zurückzuführen ist.  
Für weitere Versuche musste von allen Kettenlängen eine ausreichende Stoffmenge zur 
Verfügung stehen. Insbesondere für Bindungsstudien mit Galaktose-bindenden Lektinen 
sollten Gal-terminierte Poly-LacNAc-Derivate hergestellt werden. Durch das Ein-Topf 
Verfahren konnten erfolgreich ausreichende Mengen an Poly-LacNAc-AzIII synthetisiert 
werden. 
Jedoch führt das Auftreten hauptsächlich ungeradzahliger Zuckerketten zu der Annahme, dass 
geradzahlige Akzeptoren mit der Funktionalisierung -AzIII einen hemmenden Effekt auf die 
His6-Propeptid-catβ4GalT1 ausüben. Für eine in der Literatur beschriebene aus humaner 
Milch isolierte β4GalT konnte zwar keine Aktivitätsabnahme mit zunehmender Substrat-
Kettenlänge festgestellt werden (Ujita et al., 2000). Jedoch der in der vorliegenden Arbeit 
charakterisierte Akzeptor GlcNAc-AzIII zeigte schon ab geringen Konzentrationen starke 
Inhibitionseffekte auf die His6-Propeptid-catβ4GalT1 (Kapitel 3.1, Abbildung 14). Um dem 
Vorzubeugen wurden standardmäßig nur 2,5 mM LacNAc-AzIII in der Ein-Topf Synthese 
eingesetzt; dennoch ist aufgrund der kinetischen Studien in 3.1 zu vermuten, dass auch diese 
Substratkonzentration im Synthesegemisch inhibitorisch auf die GalT wirkt. Zusätzlich ist 
denkbar, dass die GlcNAcT im Synthesegemisch eine höhere Aktivität annimmt als 
ursprünglich im Aktivitätstest mit LacNAc als Akzeptor bestimmt wurde. Im Vergleich zum 
im Aktivitätstest eingesetzten LacNAc könnte sie demnach sie höhere Affinitäten zu längeren 
Poly-LacNAc Molekülen besitzen. Eine in der Literatur beschriebene bakterielle β3GlcNAcT 
aus Neisseria meningitidis zeigte jedoch eine auf 90 % reduzierte Aktivität auf das 
Tetrasaccharid di-LacNAc im Vergleich zum Disaccharid LacNAc (Blixt et al., 1999). Auch 
eine Kombination aus beiden Erklärungen ist möglich. Weitere Untersuchungen hierzu 
müssen folgen, um zukünftig die Effizienz der Ein-Topf Poly-LacNAc-AzIII Synthese zu 
verbessern.  
Nach erfolgter Synthese wurde der Syntheseansatz für die Trennung der verschiedenen Poly-
LacNAc Ketten für die präparative HPLC aufgearbeitet. Ein Poly-LacNAc Syntheseansatz 
unter Standardbedingungen konnte zehnfach eingeengt und auf mehrere HPLC-Läufe 
aufgeteilt werden. Die einzelnen Peaks wurden manuell fraktioniert (Abbildung 32).  
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Abbildung 32: Ausschnitt eines Chromatogramms einer präparativen HPLC Fraktionierung 
einer Poly-LacNAc-AzIII Ein-Topf Synthese. Die gesammelten Fraktionen ab 40,5 min 
Retentionszeit bis ca. 44 min enthielten Poly-LacNAc-AzIII Produkte mit bis zu 9 
Saccharideinheiten. Deutlich erkennbar ist der Anteil an Gal-terminierten Zuckerketten 
(hell) im Vergleich zu GlcNAc-terminierten (dunkel). Die Zuordnung der Peaks zu 
entsprechenden Kettenlängen erfolgte anschließend durch Kontrolle der einzelnen 
Fraktionen mit analytischer HPLC und MS.  
Die Isolierung der definierten Kettenlängen aus dem Synthesegemisch verlief erfolgreich, 
obwohl keine Basislinientrennung der einzelnen Peaks erzielt werden konnte. Die erste 
Fraktion der Trennung in Abbildung 32 enthielt Nonasaccharid-AzIII, die folgenden 
Fraktionen enthielten jeweils eine Saccharideinheit kürzere Moleküle bis zum Trisaccharid. 
Kettenlängen über dem Nonasaccharid waren aufgrund zu geringer Konzentration im Ansatz 
präparativ nicht zugänglich. Durch die Fraktionierung konnten aus einem einzigen Ein-Topf-
Syntheseansatz (100 mL) Stoffmengen zwischen 0,01 bis 0,1 mmol an Nona- bis Trisaccharid 
gewonnen werden.  
Die isolierten Saccharide wurden anschließend umfassend analysiert. Dafür wurden zunächst 
die jeweiligen Strukturen anhand ihrer Retentionszeiten identifiziert. Abbildung 33 zeigt eine 
analytische Staffelung der erhaltenen Fraktionen und der Retentionszeiten der Produkte, die 
Anzahl der Saccharideinheiten und gibt Aufschluss über die Reinheit der isolierten 
Zuckerfraktionen. 
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Abbildung 33: Gestaffelte Analyse einer fraktionierten Poly-LacNAc-AzIII Ein-Topf Synthese.  
Ein Poly-LacNAc-AzIII Gemisch aus einer Ein-Topf Synthese wurde über die präparative 
HPLC Anlage aufgetrennt und fraktioniert. Die Detektion erfolgte bei 205 nm. Beginnend 
mit Fraktion Nr. 1 (F1) wurden alle Fraktionen analysiert und den entsprechenden 
Kettenlängen zugeordnet. Mit dieser Methode konnte Poly-LacNAc-AzIII bis zum 
Nonasaccharid mit 9 Saccharideinheiten präparativ hergestellt werden. Die 
synthetisierten Moleküle wurden bis zum Tetrasaccharid mittels NMR und MS bestätigt. 
Längere Ketten bis zum Hexasaccharid wurden mit MS verifiziert. 
Die Aufstellung zeigt deutlich die Qualität der isolierten Fraktionen, was für weiterführende 
Untersuchungen zur Immobilisierung definierter Poly-LacNAc Kettenlängen zwingend 
notwendig war. Mittels der Ein-Topf Syntheseroute wurden effizient Strukturen bis zum 
Nonasaccharid synthetisiert, welche schnell und einfach isoliert werden konnten. 
Zusammenfassend gilt für die Ein-Topf Synthese, dass auf ökonomischem Wege Poly-
LacNAc Strukturen in ausreichender Menge und Reinheit präparativ hergestellt werden 
konnten. Dieses Verfahren kann durch Einstellung eines optimalen Enzymverhältnisses 
zukünftig weiter entwickelt werden, was in einer aktuellen Promotionsarbeit behandelt wird 
(C. Rech, RWTH Aachen). Die präparative Gewinnung längerer Zuckerketten als das 
Nonasaccharid könnte zukünftig dadurch realisiert werden, dass anstelle des Disaccharides 
LacNAc-AzIII als Ausgangssubstrat beispielsweise das Tetra- oder Hexasaccharid eingesetzt 
wird.  
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Die synthetisierten Oligosaccharide wurden bis zum Tetrasaccharid mit MS und NMR 
Messungen verifiziert. Die NMR Messungen wurden durch T. Anders im DWI am ITMC der 
RWTH Aachen durchgeführt. Abbildung 34 zeigt das Trisaccharid-AzIII, von dem während 
dieser Arbeit insgesamt 80 mg (0,1 mmol) hergestellt werden konnten aus jeweils circa 
60 % Ausbeute pro Synthese: 
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Abbildung 34: MS und NMR Ergebnisse des synthetisierten Trisaccharid-AzIII (11). Die Struktur 
Trisaccharid-AzIII wurde mit HPLC, MS und NMR überprüft und konnte bestätigt werden. 
MS: m/z 710,4 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 711,3.  
1
H NMR (600 MHz, D2O)δ = 4.79 (br, 8H, OH), 4.65 (d, 1H, J=8.44, H-1
C
), 4.49 (d, 1H, J= 
7.95, H-1
A
), 4.43 (d, 1H, J= 7.89, H-1
B
), 4.12 (d, 1H, H-4
B
, 3.16), 3.95 (m, 1H, J= 10.66, 
H-6
A
), 3.82 (m, 2H, H-2
C
, O-CH2), 3.80- 3.40 (m, 16H), 3.29 (m, 2H, CH2-N3), 2.00 (s, 6H, 
NAc) 1.55 (4H, O-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 1.33 (m, 4H, (4H, O-CH2-CH2-CH2-
CH2-CH2-CH2-N3) ppm. 
13
C NMR (150 MHz, D2O)δ = 174.9 (NAc), 174.3 (NAc) 102.8 (C-1
C
, C-1
B
), 101.0 (C-1
A
), 
81.9 (C-3
B
), 78.4 (C-4
A
), 75.6 (C-5
A
), 74.8 (C-5
C
), 74.7 (C-5
B
), 73.5 (3
C
), 72.4 (C-3
A
), 70.3 
(C-2
B
), 70.0 (OCH2), 68.3 (C-4
B
), 67.5 (C-4
C
), 60.9 (C-6
B
), 60.4 (C-6
C
), 60.0 (C-6
A
), 55.6 
(C-2
C
), 55.0 (C-2
A
), 51.0 (CH2N3), 28.4 (O-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 27.9 (O-CH2-
CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 25.5 (O-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 24.6(O-CH2-CH2-
CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 22.1 (2C, NAc) ppm. 
Mit durchschnittlich 50 %iger Ausbeute wurde das Tetrasaccharid-AzIII (di-LacNAc) isoliert 
und anschließend ebenfalls verifiziert (Abbildung 35). Insgesamt wurden ungefähr 70 mg 
Tetrasaccharid-AzIII (80 µmol) konnten hergestellt und für spätere Studien eingesetzt 
werden. 
B A C 
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Abbildung 35: MS und NMR Ergebnisse des Tetrasaccharids di-LacNAc-AzIII (12). Das 
Tetrasaccharid-AzIII wurde mit HPLC, MS und NMR untersucht und konnte verifiziert 
werden. MS: m/z 872,4 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 873,4.  
1
H NMR (600 MHz, D2O)δ= 4.79 (br, 8H, OH), 4.70 (d, 1H, J= 8.35, H-1
C
), 4.51 (d, 1H, J= 
8.01, H-1
A
), 4.47 (d, 1H, J= 7.84, H-1
B
), 4.45 (d, 1H, J= 7.89, H-1
D
), 4.15 (d, 1H, J= 3.22, 
H-4
C
), 3.99-3.49 (m, 25H), 3.24 (m, 2H, CH2-N), 2.05 (s, 3H, NAc), 2.03 (s, 3H, NAc) 1.43 
((CH3)3C) ppm. 
13
C NMR (150 MHz, DEPT 45, D2O)δ = 102.9-102.7 (C-1
B
, C-1
D
, C-1
C
), 101.1 (C-1
A
), 
82.0 (C-3
B
), 78.4 (C-4
C
), 78.1 (C-4
A
), 75.3 (C-5
A
), 74.9 (C-3
C
), 74.8 (C-5
B
), 74.7 (C-5
C
), 
72.5 (C-3
A
), 72.3 (C-3
D
), 71.0 (C-5
D
), 70.0 (C-2
D
), 69.9 (C-2
B
), 69.6 (O-CH2), 68.9 (C-4
D
), 
68.5 (C-4
B
), 68.3 (C-4
D
), 67.5 (C-4
B
), 60.9 (C-6
B
), 60.4 (C-6
C
), 60.0 (C-6
A
), 55.6 (C-2
C
), 
55.0 (C-2
A
), 39.9 (CH2-N), 27.7 ((CH3)3C), 22.2 (NAc), 22.1 (NAc) ppm.  
Längere Oligosaccharidstrukturen als das Tetrasaccharid konnten nicht für NMR Analysen 
eingesetzt werden. Deren Strukturen würden außerordentlich komplexe Messergebnisse 
erbringen, die im Rahmen der Kooperation nicht realisiert werden konnten. Die folgenden 
Strukturen wurden daher über MS überprüft und verifiziert. Alle folgenden Strukturen wurden 
mit einer durchschnittlichen Ausbeute von circa 50 % aus den Synthesegemischen isoliert. 
Das Pentasaccharid-AzIII (Abbildung 36) wurde mittels MS überprüft und bestätigt. Circa 
30 mg (28 µmol) dieser Struktur konnten synthetisiert werden. 
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Abbildung 36: MS Ergebnis des Pentasaccharid-AzIII (13). Die Struktur Pentasaccharid-AzIII 
wurde mit HPLC und MS überprüft und bestätigt. MS: m/z 1075,4 für [M-H]
+
, für 
berechnet [M] m/z 1076,4. 
B A C D 
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Auch das Hexasaccharid tri-LacNAc-AzIII konnte erfolgreich synthetisiert (30 mg, 25 µmol) 
und die Struktur bestätigt werden (Abbildung 37). 
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Abbildung 37: MS Ergebnis des Hexasaccharid-AzIII (14). Die Struktur Hexasaccharid-AzIII (tri-
LacNAc-AzIII) wurde mit HPLC und MS überprüft und bestätigt. MS: m/z 1237,5 für 
[M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 1238,5. 
Abbildung 38 zeigt das synthetisierte Heptasaccharid-AzIII mit der Verifizierung über MS 
(ca. 15 mg, 10 µmol): 
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Abbildung 38: MS Ergebnis des Heptasaccharid-AzIII (15). Die Struktur Heptasaccharid-AzIII 
wurde mit HPLC und MS überprüft und bestätigt. MS: m/z 1440,5 für [M-H]
+
, für 
berechnet [M] m/z 1441,5. 
Längere Strukturen als das Heptasaccharid konnten zwar nachgewiesen werden, (s. Anhang)  
waren jedoch präparativ nicht zugänglich.  
Die enzymatische Poly-LacNAc Herstellung wurde erfolgreich im präparativen Maßstab mit 
beiden Synthesemethoden etabliert. Der Vorteil der chemo-enzymatischen Synthesestrategie 
kam in beiden Varianten zum Tragen. Vergleichsweise lieferte die chemische Synthese von 
Poly-LacNAc Strukturen bis zum Decasaccharid mittels Festphasensynthese von Ueki et al. 
eine finale Ausbeute von nur 19 % (Ueki et al., 2010). Es musste eine komplexe 
Schutzgruppenchemie angewandt und viele Arbeitsschritte durchgeführt werden. Die 
vorliegende Arbeit präsentiert zwei weit einfachere Methoden, Oligosaccharide solcher 
Kettenlängen zu erhalten. Einerseits leistet die definierte sukzessive Synthese höhere 
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Ausbeuten als die chemische Vorgehensweise, was aber mehrere Aufarbeitungsschritte 
verlangt. Andererseits beschränkten sich bei der durchgeführten Ein-Topf Synthese die 
Arbeitsschritte auf die Bereitstellung der Enzyme und die anschließende Isolierung 
verschiedener definierter Kettenlängen aus einem Synthesegemisch. Ausbeuten bis 40 % für 
die sukzessive und bis zu 60 % für das Ein-Topf-Verfahren belegt demnach für beide 
Vorgehensweisen ein sehr effizientes System. 
3.1.5 LacDiNAc-Azid Strukturen 
Neben LacNAc als Struktur sollten auch weitere Strukturen in dieser Arbeit betrachtet 
werden. Das LacNAc Derivat LacDiNAc wurde im Gegensatz zu LacNAc bisher selten 
beschrieben, das erste Mal in 1985 von Green et al. (Green et al., 1985). Es existiert als 
Epitop nicht nur bei Invertebraten, sondern auch bei Vertebraten inklusive im Mensch und 
erfüllt viele Funktionen, u. a. anti-inflammatorische Aktivität oder eine Rolle in der 
Immunsuppression (Dell et al., 1995). LacDiNAc stellt somit ein interessantes Epitop für die 
Biomaterialforschung dar und erweitert als Variante von LacNAc das Substratspektrum für 
Lektinanalysen (Kawar et al., 2005). Daher wurde in dieser Arbeit auch LacDiNAc-Derivate 
hergestellt.  
Die Katalyse von LacDiNAc kann jedoch nicht mit einer normalen β4GalT erfolgen. Die 
bovine GalT überträgt GalNAc nur mit einer geringen Restaktivität von 0,1 % bezogen auf 
das natürliche Substrat UDP-Gal. Die Kristallstruktur boviner β4GalT mit dem gebundenen 
Donor UDP-GalNAc zeigt, dass eine zusätzliche Wasserstoffbrücke zwischen dem Tyr 289 
und dem UPD-GalNAc die Übertragung des GalNAc verhindert (Ramakrishnan et al., 2002). 
Die Position entspricht der in humanen GalT-Sequenz der Aminosäure Y284. 
In dieser Arbeit wurde eine bereits vorliegende GalT Mutante zur Übertragung von GalNAc 
eingesetzt. Hierbei transferierte die mutante Form der His6-Propeptid-catβ4GalT-1 (Y284L) 
GalNAc von UDP-GalNAc auf das Akzeptormolekül. Diese Mutante der β4GalT wurde in 
der Promotionsarbeit von D. Namdjou hergestellt (Namdjou, 2004) und beschrieben in 
Bojarova et al., 2009. Im katalytischen Zentrum wurde eine Punktmutation von Tyr zu Leu 
eingefügt, um die Ausbildung einer Wasserstoff-brückenbindung zwischen der 
N-Acetylgruppe des Donors UDP-GalNAc und dem aktiven Zentrum zu verhindern. Diese 
Mutante besitzt ausschließlich GalNAc-Transferase Aktivität. Dieses Enzym kam in der 
3 Ergebnisse und Diskussion 62 
vorliegenden Arbeit zum Einsatz, um Azid-funktionaisierte LacDiNAc Derivate zu 
synthetisieren. Abbildung 39 zeigt den verwendeten Akzeptor GlcNAc-AzIII in der von der 
GalT Y284L katalysierten Reaktion: 
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Abbildung 39: Reaktion der His6-Propeptid-catβ4GalT-1 Mutante Y284L. GlcNAc-AzIII wurde als 
Akzeptor für die Reaktion mit der β4GalT Y284L eingesetzt, um LacDiNAc-AzIII (16) zu 
synthetisieren. Die Synthese wurde über 24 h kontrolliert und die Bildung des Produktes 
mittels HPLC und MS überprüft. Der Donor UDP-GalNAc wurde dabei durch die Reaktion 
der Epimerase aus UDP-GlcNAc bereitgestellt.  
Das sehr teure Donorsubstrat UDP-GalNAc wurde mit Hilfe der UPD-Glc-4’-Epimerase zur 
Verfügung gestellt, welche auch die Epimerisierung von UDP-GlcNAc zu UDP-GalNAc 
katalysieren kann. Für die Analytik wurde ein HPLC Protokoll etabliert, das Edukt und 
Produkt vollständig trennen konnte. Die Synthese wurde damit über 24 h kontrolliert und der 
prozentuale Umsatz ermittelt. Nach einem erfolgten maximalen Umsatz wurde die Synthese 
gestoppt (Abbildung 40).  
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Abbildung 40: Zeit-Umsatz Kurve zu LacDiNAc-AzIII (16). Die mutante Form der His6-Propeptid-
catβ4GalT-1 Y284L (15 mU) wurde in 100 µL Volumen zur Reaktion von GlcNAc-AZIII zu 
LacDiNAc-AzIII eingesetzt, bei der GalNAc von UDP-GalNAc auf den Akzeptor 
übertragen wird. UDP-GalNAc wurde mit Hilfe der Epimerase aus UDP-GlcNAc 
bereitgestellt (5 mM). Ein Umsatz >95 % von 2,5 mM GlcNAc-AzIII zu LacDiNAc-AzIII 
konnte nach ca. 6 h erzielt werden, nach 15 h war der Umsatz vollständig erfolgt. 
Die kombinatorische Synthese von LacDiNac-AzIII mit den Enzymen β4GalT Y284L und 
Epimerase gelang nach 60 min mit über 80 % Umsatz im analytischen Maßstab, ein 
100 %iger Umsatz war ungefähr nach 15 h erreicht. Damit setzt die β4GalT Y284L das Edukt 
GlcNAc-AzIII scheinbar schneller um als die His6-Propeptid-catβ4GalT-1. Der Unterschied 
liegt hier im Synthesemaßstab. Messungen mit der His6-Propeptid-catβ4GalT-1 wurden in 
präparativen Volumina durchgeführt (Kapitel 3.1.1, Abbildung 15), während die Bildung des 
LacDiNac-AzIII im analytischen Maßstab von 100 µL durchgeführt wurde. In kleinen 
Volumina ist eine ausreichende Diffusion der Substanzen im Synthesegemisch sowie eine 
optimale Inkubationstemperatur leichter zu erreichen als in präparativen Ansätzen. Daher 
können die mit der β4GalT Y284L gewonnenen Ergebnisse nicht mit denen LacNAc-
Synthesen verglichen werden. 
Nach einem erfolgten Umsatz wurde das Produkt LacDiNAc-AzIII über HPLC mit 
anschließender MS Messung bestätigt (Abbildung 41).  
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Abbildung 41: Chromatogramm der Synthese von LacDiNAc-AzIII (15) und zugehörige MS 
Verifizierung. Die Detektion erfolgte bei 205 nm. Der Umsatz von Edukt (46,5 min) zu 
Produkt (45 min) ist im oberen Chromatogramm ersichtlich. Das extrahierte 
Massenspektrum von m/z [M-H]
+
 zwischen 547,5 – 548,5 zeigt deutliche Signale bei 
45 min, die dem Produktpeak und der berechneten Masse von [M] 549,3 entsprechen. 
Damit konnte LacDiNAc-AzIII bestätigt werden. 
Nach 16 h Inkubation konnte der erfolgreiche Umsatz zu 100 % festgestellt und das Produkt 
bestätigt werden. Ein LacDiNAc-Derivat mit Azid-Funktionalisierung wurde bisher nicht 
beschrieben. LacDiNAc-AzIII bietet über eine Klickreaktion mit Alkin-funktionalisierten 
Oberflächen die Möglichkeit zur kovalenten Immobilisierung. Somit könnten beispielsweise 
Bindungsstudien mit Lektinen realisiert werden, die diese Struktur spezifisch erkennen 
können. β-Galaktosid-bindende Lektine wie das CGL2 wurden bisher mit einer hohen 
Affinität für Galaktose beschrieben. Jedoch gibt es Hinweise auf Lektine dieser Familie, die 
auch -oder sogar ausschließlich- andere Strukturen binden können. Die Gruppe von 
Prof. Dr. M. Aebi zeigte kürzlich, dass im Gegensatz zu CGL2 das Lektin GCL3 exklusiv 
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LacDiNAc Strukturen bindet. Dessen  natürliche Rolle wurde jedoch bisher nicht völlig 
aufgeklärt (Wälti et al., 2008). Eine präparative Synthese von LacDiNAc-Derivaten kann 
zukünftig zur Analyse der Bindungsaffinitäten beitragen.  
Dafür müssen in weiterführenden Studien kinetische Untersuchungen mit dem Akzeptor 
GlcNAc-AzIII sowie dem Donor UDP-GalNAc erfolgen, um präparative Synthesen optimal 
durchführen zu können. Die in dieser Arbeit etablierten Protokolle zur Synthese, Analyse und 
Isolierung von LacNAc-AzIII könnten für die Entwicklung präparativer Synthesen von 
LacDiNAc-AzIII hilfestellend sein (Kapitel 3.1.2). Auf dieser Basis bietet die Synthese von 
LacDiNAc-AzIII viel versprechende Ansätze, beispielsweise könnte die Herstellung von 
Poly-LacDiNAc-Derivaten erfolgen oder deren Modifizierung beispielsweise durch 
Sulfatierung. Aktuelle Arbeiten der Arbeitsgruppe Prof. Dr. L. Elling (Institut für 
Biotechnologie und Helmholtz-Institut für Biomedizinische Technik, RWTH Aachen) 
indizieren jedoch, dass die Poly-LacDiNAc Synthese auf diesem Wege nur unter äußerst 
großen Aufwendungen erfolgen kann, die Synthese von GlcNAc-β1,3-GalNAc-β1,4GlcNAc-
Linker bedurfte großer Mengen β3GlcNAcT. Ein weiterer kritischer Punkt liegt in den Kosten 
für präparative LacDiNAc-Synthesen, denn die Donorsubstrate sind relativ teuer. Daher ist es 
umso wichtiger, effiziente Synthese- und Isolierungsprotokolle zu entwickeln. 
3.2 Charakterisierung von Amino-funktionalisierten GlcNAc-
Akzeptoren 
Da ein essentieller Punkt dieser Arbeit die Herstellung unterschiedlich funktionalisierter 
Oligosaccharidstrukturen war, wurden neben Azid-funktionalisierten Akzeptoren auch amino-
funktionalisierte GlcNAc-Moleküle bearbeitet. Über eine Aminogruppe werden flexible 
Möglichkeiten zur Immobilisierung geboten. Reaktionen mit Carbonaten, Aldehyden oder 
Isocyanaten können eine Aminogruppe kovalent verbinden. Oft werden beispielsweise NHS-
Ester für Immobilisierungen von Amino-funktionalisierten Molekülen eingesetzt (Blixt et al., 
2004a). Nach dem Schema in Abbildung 7 (Kapitel 2) könnte für Aminogruppen als 
komplementärer Reaktionspartner z.B. ein Ethylencarbonat-Kopplermolekül eingesetzt 
werden, welches regiospezifisch Amino-Oligosaccharide an einer künstlichen Oberfläche 
immobilisieren könnte. 
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Für die Herstellung von Amino-funktionalisierten Oligosaccharid-Derivaten wurden für diese 
Arbeit zwei C1-modifizierte Monosaccharide zur Verfügung gestellt (T. Anders, 
Arbeitsgruppe Prof. Dr. M. Möller, DWI am ITMC Aachen). Dabei kam eine tBoc 
Schutzgruppe (tert-Butoxy-Carbonyl) für die Aminofunktion zum Einsatz. Diese 
Schutzgruppe verhindert Nebenreaktionen der Aminogruppe während der enzymatischen 
Synthesen oder während der Aufarbeitung der Produkte. Es wurde bereits gezeigt, dass ein 
GlcNAc-Derivat mit einer tBoc-geschützten Aminogruppe ein geeignetes Substrat für chemo-
enzymatische Synthesen darstellt. Nach der Entschützung konnten diese Oligosaccharid-
Derivate über ihre Aminofunktion erfolgreich an einer artifiziellen Oberflächen immobilisiert 
werden (Sauerzapfe et al., 2009).  
Jedoch ist die chemische Synthese des GlcNAc-Derivates aus Sauerzapfe et al. relativ 
aufwendig (Sauerzapfe et al., 2009). In dieser Arbeit wurde ein GlcNAc-amino Saccharid 
verwendet, dessen Synthese einfacher ist und daher im Gramm-Maßstab durch T. Anders 
(DWI der RWTH Aachen) zur Verfügung stand (Abbildung 42). 
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Abbildung 42: Amino-funktionalisiertes GlcNAc-amino-tBoc (17). Am anomeren C-Atom liegt eine 
Amino-Funktionalisierung O-glykosidisch über einen (CH2)2-Alkyllinker gebunden vor. Die 
Aminofunktion ist mit einer tBoc Schutzgruppe verknüpft, die unter Säureeinfluss 
abgespalten werden kann. Dadurch wird die Aminofunktion für weitere Reaktionen frei. 
Das Derivat GlcNAc-amino-tBoc besitzt O-glykosidisch an C1verknüpft einen (CH2)2-Linker, 
der die geschützte Aminogruppe trägt. Die Schutzgruppe kann unter sauren Bedingungen 
abgespalten werden, so dass die Aminofunktion frei wird und für weitere Untersuchungen zur 
Verfügung steht. 
Der Amino-funktionalisierten Zucker wurde zunächst in kinetischen Studien als Akzeptor für 
die His6-Propeptid-catβ4GalT1 getestet. Die kinetischen Analysen wurden mit der 
Schutzgruppe durchgeführt, wie auch die späteren enzymatischen Synthesen. Die 
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Funktionalisierung hatte auch hier einen Einfluss auf den Verlauf der Akzeptorkinetik 
(Abbildung 43). 
0
0.05
0.1
0.15
0.2
0.25
0.3
0.35
0.4
0.45
0 2 4 6 8 10 12
U
/m
g
c UDP-Gal [mM]
0
0.05
0.1
0.15
0.2
0.25
0.3
0.35
0.4
0.45
0 2 4 6 8 10 12
U
/m
g
c GlcNAc-tBoc (17) [mM]
A B
 
Abbildung 43: Kinetische Charakterisierung von GlcNAc-amino-tBoc (17). Die kinetische 
Untersuchung wurde mit dem Akzeptor GlcNAc-amino-tBoc und der His6Propeptid-
catβ4GalT1 mit UDP-Gal als Donorsubstrat durchgeführt. Die Donorkinetik wurde mit 
1 mM Akzeptor aufgenommen (A, R
2
 0,99), die Akzeptorkinetik mit 3 mM UDP-Gal 
(B, R
2
 0,99). Die Auswertung erfolgte über nicht-lineare Regression nach Michaelis-
Menten (Donorkinetik) und der kinetischen Bestimmung für Substratüberschuss-
inhibitionen (Akzeptorkinetik). 
Die apparente Maximalgeschwindigkeit der Donorkinetik lag bei 0,4 U/mg nach Michaelis-
Menten Anpassung (Tabelle 3), was genau den Vmax app Werten der Donorkinetiken der 
Azidzucker entspricht (vgl. Kapitel 3.1, Tabelle 1). Die Akzeptorkinetik dagegen zeigt eine 
Inhibition der GalT schon bei relativ geringen Akzeptorkonzentrationen. Die berechnete Vmax 
von 0,8 U/mg weicht von Vmax app 0,4 U/mg  um das Doppelte ab. Auch bei diesen kinetischen 
Untersuchungen trat eine Substratüberschussinhibition ein, jedoch nicht bevor der 
Km bei 0,5 mM erreicht wurde. Der berechnete Ki lag mit 2,5 mM deutlich über dem 
Km Wert. Die Substratüberschussinhibition durch GlcNAc-amino-tBoc scheint ähnlich der 
Inhibition durch GlcNAc-AzII (vgl. Abbildung 13), jedoch unterscheiden sich beide 
Kinetiken in der Höhe ihrer Ki Werte. Das könnte dadurch begründet sein, dass der Linker des 
GlcNAc-amino-tBoc aus einer polaren Amidgruppe, einer unpolaren Ethylkette und einer 
unpolaren tert-Butylgruppe besteht. Vermutlich kann eine inhibitorische Bindung eines 
zweiten Substratmoleküls durch die Anwesenheit einer polareren Sequenz im Linker bei 
niedrigen Substratkonzentrationen noch nicht erfolgen. So tritt die Inhibition etwas später ein 
als bei GlcNAc-AzII mit dem eher unpolaren Linker. Vergleicht man die kinetischen 
Parameter von GlcNAc-amino-tBoc mit den Werten der Azidzucker wird deutlich, dass die 
His6-Propeptid-catβ4GalT1 hydrophobe Funktionalisierungen bevorzugt. 
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Neben GlcNAc-amino-tBoc wurde ein weiterer Aminozucker charakterisiert.  Dieses Derivat 
ist eine Kombination aus GlcNAc-AzI (1) und dem bifunktionellen Koppler (8) 
(Kapitel 3.1.3, Abbildung 26) nach erfolgter Klickreaktion (durchgeführt durch T. Anders, 
DWI am ITMC der RWTH Aachen). Die Aminofunktion des Kopplers wurde entschützt und 
daraus resultierte ein weiteres aminofunktionalisiertes GlcNAc-Derivat. Dieses Molekül wird 
in einer aktuellen Arbeit vorgestellt, charakterisiert, immobilisiert und konnte anschließend 
erfolgreich für Lektinbindungstests eingesetzt werden (T. Anders et al., 2011). Das 
entschützte Molekül GlcNAc-Koppler mit einer freien Aminogruppe ist in Abbildung 44 
dargestellt.  
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Abbildung 44: Amino-funktionalisiertes GlcNAc-Koppler-Derivat (18, GlcNAc-Koppler). Der 
durch T. Anders entwickelte bifunktionelle Koppler (8) (Abbildung 26) wurde mit 
GlcNAc-AzI in einer Klickreaktion umgesetzt. Das resultierende Molekül wurde 
entschützt, so dass eine freie Aminogruppe vorlag. Diese konnte in späteren Studien zur 
Immobilisierung an aminoreaktiven Oberflächen genutzt werden. 
Durch die Kombination eines GlcNAc-Moleküls mit einem bifunktionellen Koppler konnte 
ein wichtiger Schritt für das Ziel dieser Arbeit geleistet werden. Dieser Koppler bietet 
vielseitige und flexible Einsatzmöglichkeiten, denn anstelle des GlcNAc-AzI könnten auch 
die anderen in dieser Arbeit präsentierten azidfunktionalisierten GlcNAc-Derivate mit dem 
Koppler verknüpft werden. Das gezeigte Derivat GlcNAc-Koppler diente als Modell für einen 
wesentlichen Bestandteil dieser Arbeit -die Herstellung von Oligosaccharid-Koppler 
Bausteinen und deren Immobilisierung und Charakterisierung auf Biomaterialoberflächen. 
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Das Molekül GlcNAc-Koppler wurde zunächst als Akzeptorsubstrat für die His6-Propeptid-
catβ4GalT1 charakterisiert. Die β4GalT tolerierte diese sperrige Funktionalisierung 
(Abbildung 45). 
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Abbildung 45: Kinetische Charakterisierung von GlcNAc-Koppler (18). Die kinetische 
Untersuchung wurde mit dem Akzeptor GlcNAc-Koppler und der His6Propeptid-
catβ4GalT1 mit UDP-Gal als Donorsubstrat durchgeführt. Die Donorkinetik wurde mit 1 
mM GlcNAc-Koppler aufgenommen (A, R
2
 0,99), die Akzeptorkinetik mit 3 mM UDP-Gal 
(B, R
2
 0,99). Die Auswertung erfolgte über nicht-lineare Regression nach Michaelis-
Menten (Donorkinetik) und nach der Bestimmung für Kinetiken mit 
Substratüberschussinhibition (Akzeptorkinetik). 
Die gemessenen Werte der Donorkinetik zeigten eine Vmax app von 0,3 U/mg, was etwas 
unterhalb der Maximalgeschwindigkeit der Donorkinetik von GlcNAc-amino-tBoc 
liegt (0,4 mU/mg). Die Akzeptorkinetik folgte dem Verlauf einer Substrat-inhibierten Kinetik. 
Der Wert für Km app bei 0,6 mM lag deutlich über dem berechneten Ki von 0,02 mM. Somit 
trat auch hier schon vor Erreichen des Km Wertes eine Inhibition auf. Damit ergab sich eine 
um ein Vielfaches höhere Vmax von 203 U/mg im Vergleich zur gemessenen 
Vmax app von 0,3 U/mg. Es bleibt unklar, ob die festgestellte Inhibition durch die Bindung eines 
weiteren Substratmoleküls zustande kam. Denkbar wäre auch, dass der sperrige Linker den 
Austritt des Produktes aus dem katalytischen Zentrum blockiert. Ein Hinweis auf diese 
Möglichkeit könnten die geringeren apparenten Maximalgeschwindigkeiten sein. In der 
Literatur wurden bereits schlechte kinetischen Aktivitäten einer bovinen GalT mit GlcNAc-
Derivaten mit sperrigen Aglyka beschrieben, sowie auch der große Einfluss einer 
hydrophoben Funktionalisierung (Brockhausen et al., 2006).  
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass auch bei aminofunktionalisierten 
Sacchariden das Aglykon einen großen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeiten besitzt. 
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Nicht nur die Polarität ist ein wichtiger Punkt, auch die Größe und Struktur der Linker 
verändern die kinetischen Parameter der His6-Propeptid-catβ4GalT1 mit dem jeweiligen 
Substrat. Die Parameter der Kinetiken der Aminozucker sind in Tabelle 3 zusammen gefasst. 
Tabelle 3: Kinetische Konstanten der Aminozucker 
 Donorkinetik                              Akzeptorkinetik 
 KM  
[mM] 
Vmax  
[U/mg] 
KM [mM] 
app.  berechnet 
Vmax [U/mg] 
app.    berechnet 
Ki [mM] 
berechnet 
GlcNAc-amino-tBoc 0,2 0,4  0,5         0,5   0,4         0,8  2,5 
GlcNAc-Koppler 0,2 0,3  0,6         55   0,3         203 0,02 
        
In Kombination mit Tabelle 1 (Kapitel 3.1) können alle gewonnenen kinetischen Parameter 
zur Aufklärung über das Substratspektrum der His6-Propeptid-catβ4GalT1 beitragen. 
Insbesondere hydrophobe Aglyka werden von dem Enzym mit hoher Affinität gebunden, 
doch muss dabei im Hinblick auf präparative LacNAc-Derivat-Synthesen eine starke 
Inhibition beachtet werden. 
Als ein wichtiges Ziel dieser Arbeit sollten Saccharid-Koppler Module hergestellt und 
charakterisiert werden. Mit den gewonnenen kinetischen Daten kann vergleichend betrachtet 
werden, ob für die Herstellung der Module (i) erst die Verknüpfung von GlcNAc-R mit dem 
Koppler und die anschließende enzymatische Reaktion, oder (ii) erst die enzymatische 
Synthese von Poly-LacNAc-R und die anschließende Verknüpfung mit dem Kopplermolekül 
sinnvoll ist. Dafür können den kinetischen Parameter des ungekoppelten Substrates 
GlcNAc-AzI und dem GlcNAc-Koppler herangezogen werden (Abbildung 46).  
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Abbildung 46: Akzeptorkinetiken der Substrate GlcNAc-AzI (1) und GlcNAc-Koppler (18) im 
Vergleich. Der Unterschied in der Geschwindigkeit Vmax app ist deutlich erkennbar: freies 
GlcNAc-AzI zeigt eine höhere apparente Maximalgeschwindigkeit von 0,4 U/mg (●), das 
verknüpfte Molekül GlcNAc-Kopppler dagegen 0,3 U/mg (○).  
GlcNAc-AzI zeigte in der Akzeptorkinetik eine höhere Vmax app (0,4 U/mg) als 
GlcNAc-Koppler (0,3 U/mg). Das kann durch unterschiedlich starke Inhibitionseinflüsse 
erklärt werden. Es galt für die Akzeptorkinetik von GlcNAc-AzI ein Ki von 5,7 mM, bei 
GlcNAc-Koppler dagegen 0,02 mM. Entsprechend wird deutlich, dass die Parameter des 
GlcNAc-AzI ohne den verknüpften Koppler die besseren Bedingungen für eine optimale 
LacNAc-Derivat Synthese bieten. Daraus folgend kann für die Herstellung der Saccharid-
Koppler Module empfohlen werden, zuerst die enzymatische Oligosaccharidsynthesen 
durchzuführen und erst danach die Poly-LacNAc-R Moleküle mit einem Koppler zu 
verknüpfen. Im Folgenden wird daher nur die enzymatische Synthese von 
(Poly-)LacNAc-amino-tBoc beschrieben, analog den in Kapitel 3.1.1 beschriebenen 
(Poly-)LacNAc-Azid Synthesen. 
3.2.1 (Poly-)LacNAc Synthese mit GlcNAc-amino-tBoc als Akzeptor 
Die Synthese zum Disaccharid LacNAc-tBoc verlief unter Standardbedingungen im 
präparativen Maßstab. Um alle Umsatzkurven vergleichbar zu halten, wurde auch hier eine 
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Konzentration von 5 mM GlcNAc-amino-tBoc eingesetzt. Es konnte bei einer Synthesezeit 
von knapp 10 h ein quantitativer Umsatz erreicht werden (Abbildung 47).  
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Abbildung 47: Zeit-Umsatz Kurve des Akzeptormoleküls GlcNAc-amino-tBoc. Im 20 mL Ansatz 
mit 5 mM Akzeptorsubstrat, 7 mM UDP-Gal und 0,3 U Enzym wurde die Synthese über 
24 h kontrolliert und auf prozentualen Umsatz zu LacNAc-amino-tBoc getestet. Nach 7 h 
wurde ein 100 %iger Umsatz zu  LacNAc-amino-tBoc erreicht. 
Die Umsatzkurve zeigt einen schon fast vollständigen erfolgten Umsatz von 96 % nach 7 h, 
nach 24 h konnten über 98 % Umsatz nachgewiesen werden. Erstaunlicherweise war die 
Synthese von LacNAc-amino-tBoc nicht von einem Inhibitionseffekt gekennzeichnet, wie es 
bei den azidfunktionalisierten Substraten der Fall war. Erklärbar war dies nur durch den 
relativ hohen Ki Wert von 2,5 mM, der keinen besonders starken Einfluss auf den 
Syntheseverlauf mit 5 mM Substratkonzentration ausübt. Entsprechend wurde im Rahmen 
von Testversuchen das Synthesevolumen auf 50 – 100 mL heraufgesetzt, welche nach 
Synthese über Nacht (12 h) einen quantitativen Umsatz erzielten. Diese Ergebnisse sind 
vielversprechend, um zukünftig optimierte LacNAc-amino-tBoc Synthesebedingungen im 
100 mL Maßstab zu etablieren.  
Das Produkt LacNAc-amino-tBoc konnte einfach über präparative RP-HPLC aus dem 
Synthesegemisch isoliert werden, mit einer durchschnittlichen Ausbeute von 80 %. Ungefähr 
300 mg (0,6 mmol) LacNAc-amino-tBoc wurden insgesamt im Rahmen dieser Arbeit 
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hergestellt, die für MS und NMR Analysen genutzt (NMR durch T. Anders, DWI der RWTH 
Aachen) und für Immobilisierungen eingesetzt werden konnten (Abbildung 48).  
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Abbildung 48: MS und NMR Ergebnisse des LacNAc-amino-tBoc (19). Die Struktur 
LacNAc-amino-tBoc wurde mit DC, HPLC, MS und NMR überprüft und konnte bestätigt 
werden.  
MS: m/z 525,2 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 526,2.  
1
H NMR (300 MHz, D2O)δ = 4.79 (br, 6H, OH), 4.49 (d, 1H, J= 8.20, H-1
A
), 4.44 (d, 1H, 
J= 7.84, H-1
B
), 3.97 (m, 1H, H-6
A
), 3.90 (m, 1H, H-5
B
), 3.86 (m, 1H, O-CH2) 3.81 (m, 1H, 
H-6’
A
), 3.77-3.45 (m, 9H), 3.21 (m, 2H, CH2-N3), 2.03 (s, 3H, NAc) 1.41 (9H, (CH3)3C)) 
ppm.  
13
C NMR (75 MHz, D2O)δ = 174.6 (NAc), 158.1 (N-CO-O), 102.8 (C-1
B
), 101.2 (C-1
A
), 
81.0 ((CH3)3C ), 78.3 (C-4
A
), 75.3 (C-5
A
), 74.8 (C-5
B
), 72.4 (C-3
B
), 72.3 (C-3
A
),  70.9 (C-
2
B
), 69.9 (O-CH2), 68.5 (C-4
B
), 61.0 (C-6
B
), 60.0 (C-6
A
), 55.0 (C-2
A
), 39.9 (CH2N), 27.6 
((CH3)3C), 22.2 (NAc) ppm. 
Das Disaccharid LacNAc-amino-tBoc konnte erfolgreich synthetisiert und mittels NMR 
bestätigt werden. Das Produkt wurde in den anschließenden Poly-LacNAc-amino-tBoc 
Synthesen eingesetzt. 
3.2.2 Präparative Synthese von Poly-LacNAc-amino-tBoc Strukturen  
Die Poly-LacNAc-amino Synthesen wurden analog zu den Poly-LacNAc-Azid Synthesen 
durchgeführt (Kapitel 3.1.4), mit den vorgestellten zwei Methoden: entweder sukzessiv oder 
im Ein-Topf Verfahren wie in Abbildung 28 dargestellt. Zunächst wurden ausgehend von 
GlcNAc-amino-tBoc im sukzessiven Prozess Oligosaccharide bis zum Hexasaccharid 
synthetisiert. Das alternativ eingesetzte Ein-Topf Verfahren lieferte Oligosaccharide bis zum 
Heptasaccharid im präparativen Maßstab, darüber hinaus konnten in geringen 
Konzentrationen Strukturen bis zum Decasaccharid im Synthesegemisch identifiziert werden.  
A B 
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Ein chronologischer Ablauf für eine sukzessive Synthese im 50 mL Maßstab ist in Abbildung 
49 dargestellt. Abwechselnd kamen entweder die beiden Enzyme His6-Propeptid-catβ4GalT1 
und Epimerase oder die GlcNAcT zum Einsatz.  Durch diese Synthesen wurde ausgehend 
vom GlcNAc-amino-tBoc schrittweise das Hexasaccharid tri-LacNAc-amino-tBoc produziert. 
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Abbildung 49: HPLC Chromatogramme der sukzessiven Synthese von tri-LacNAc-amino-tBoc 
(Hexasaccharid). Ausgehend vom Monosaccharid GlcNAc-Amino-tBoc (oben) wurde die 
Saccharidkette in 5 aufeinanderfolgenden Syntheseschritten um eine Einheit verlängert 
bis zum Hexasaccharid (unten). Hierzu kamen alternierend entweder die His6-Propeptid-
catβ4GalT1 mit der Epimerase oder die GlcNAcT zum Einsatz, wobei bei jedem Schritt 
auch die jeweiligen Donorzucker zugegeben wurden. Pro Synthese wurde mindestens 
ein Umsatz von > 95 % benötigt, was ~24 h pro Schritt dauerte. In jedem Syntheseschritt 
wurde ca. 0,1 mmol Produkt hergestellt. Die Detektion erfolgte bei 205 nm. 
Die Syntheseschritte erfolgten jeweils über Nacht mit je einer ungefähren Synthesedauer von 
~ 24 h für 50 mL Volumina. Die Synthesen wurden meist am Folgetag durch die 
Denaturierung der jeweiligen Enzyme und deren Entfernung durch Ultrafiltration 
aufgearbeitet. Jeder Schritt bedeutete einen Produktverlust, so dass nur zwischen 60 – 80 % 
Substrat für den nächsten Schritt zur Verfügung standen (vgl. Abbildung 17, Kapitel 3.1.1) 
und somit Verluste addiert wurden. Das Filtrat konnte anschließend entweder für eine 
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Folgesynthese oder eine Produktisolierung eingesetzt werden. Die Isolierung erfolgte schnell 
und einfach über präparative RP-HPLC.  
Das Ein-Topf Syntheseverfahren wurde analog zu 3.1.4 in Maßstäben ausgehend von 
LacNAc-amino-tBoc zwischen 30 bis 50 mL durchgeführt. Für die Poly-LacNAc-amino-tBoc 
Synthese galten die gleichen Enzym- und Substratverhältnisse wie für die Azidzucker (vgl. 
Kapitel 3.1.4). Die Ein-Topf Synthesen von Amino-Oligosacchariden wurden ebenfalls in 
zwei Teilschritten durchgeführt. Nach dem ersten Schritt wurden hauptsächlich 
ungeradzahlige GlcNAc-terminierte Poly-LacNAc Strukturen nachgewiesen. Nach 
nachträglicher Inkubation mit GalT und Epimerase konnte ein gesteigerter Anteil an 
Galaktose-terminierten Strukturen detektiert werden. Anschließend wurden über einen 
Acetonitril-Gradienten mittels RP-HPLC die einzelnen Oligosaccharide aufgetrennt und 
manuell fraktioniert. Abbildung 50 zeigt das resultierende Chromatogramm nach dem zweiten 
Syntheseschritt und den jeweilig einem Peak zugehörigen Fraktionen. 
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Abbildung 50: HPLC Analyse einer Ein-Topf Poly-LacNAc-amino-tBoc Synthese ausgehend 
von LacNac-amino-tBoc mit entsprechender Fraktionierung der einzelnen Oligo-
saccharide. Mit LacNAc-amino-tBoc als Substrat wurde eine Poly-LacNAc Ein-Topf 
Synthese unter gleichzeitiger Anwendung dreier Enzyme umgesetzt. Die Synthese 
startete mit 2,5 mM LacNAc-AzIII und 0,6 U Epimerase, 0,8 U GalT und 0,4 U GlcNAcT, 
mit 15 mM UDP-Glc und 7,5 mM UDP-GlcNAc. Daran anschließend wurde eine weitere 
Inkubation mit 0,6 U GalT und Epimerase durchgeführt, was eine gleichmäßige 
Verteilung an GlcNAc- und Gal-terminierten Oligosacchariden bewirkte. Aus dem Poly-
LacNAc Gemisch (oben) wurden mittels präparativer RP-HPLC einzelne Peaks 
fraktioniert (F1 - F6). Im präparativen Maßstab konnten mit dem Ein-Topf Verfahren in 
zwei Syntheseschritten Oligosaccharide bis zum Heptasaccharid gewonnen werden. 
Sehr geringe Anteile Octa- und Decasaccharid konnten ebenfalls isoliert werden. 
Die Aufstellung der einzelnen Fraktionen zeigt, dass nicht immer alle Saccharide mit 
absoluter Reinheit isoliert werden konnten. Beispielsweise enthielt die Fraktion F2 dieser 
Produktisolierung neben dem Hexasaccharid auch 20 % Heptasaccharid. Die anderen 
Saccharide wurden mit einer sehr guten Reinheit isoliert. Dies variierte zwischen einzelnen 
Aufreinigungen, abhängig von der manuellen Fraktionierung und der HPLC-Trennungsgüte. 
Eine Weiterentwicklung des Acetonitril-Gradienten könnte an dieser Stelle zukünftig noch 
bessere Erfolge liefern, so dass die Oligosaccharide bis auf die HPLC-Basislinie aufgetrennt 
werden können.  
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Unter Einsatz der Ein-Topf Synthese und der präparativen RP-HPLC konnten erfolgreich 
Poly-LacNAc-amino-tBoc Derivate im mg-Maßstab bis zum Heptasaccharid mit 
ausreichender Reinheit hergestellt werden. Darüber hinaus wurden auch geringe Stoffmengen 
von Octa- und Decasaccharid aus dem Gemisch isoliert. Zukünftig könnte die Synthese dieser 
langkettigen Poly-LacNAc Derivate dadurch realisiert werden, wenn die Ein-Topf Synthese 
mit beispielsweise di- oder tri-LacNAc als Substrat gestartet werden würde.  
Abschließend wurden die Fraktionen einrotiert und die jeweiligen kristallinen Feststoffe 
überprüft. Die synthetisierten und mit jeweils circa. 50 % Ausbeute isolierten einzelnen 
Produkte der Poly-LacNAc-amino-tBoc Synthesen wurden durch NMR bis zum 
Tetrasaccharid bestätigt (Messungen von T. Anders, DWI der RWTH Aachen), längere 
Oligosaccharide wurden mit HPLC-MS überprüft. So konnte zuerst das Produkt Trisaccharid-
amino-tBoc verifiziert werden, von dem in dieser Arbeit insgesamt ungefähr 50 mg (60 µmol) 
hergestellt werden konnten (Abbildung 51).  
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Abbildung 51: MS und NMR Ergebnisse des Trisaccharid-amino-tBoc (20). Die Struktur 
Trisaccharid-amino-tBoc wurde mit HPLC, MS und NMR überprüft und konnte bestätigt 
werden. MS: m/z 727,8 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 729,3. 
1
H NMR (600 MHz, D2O)δ = 4.79 (br, 8H, OH), 4.66 (d, 1H, J=8.45, H-1
C
), 4.50 (d, 1H, J= 
8.03, H-1
A
), 4.44 (d, 1H, J= 7.88, H-1
B
), 4.12 (d, 1H, H-4
C
), 3.95 (m, 1H, J= 10.66, H-6
A
), 
3.87 (m, 2H, H-2
C
, O-CH2), 3.81-3.40 (m, 16H), 3.23 (m, 2H, CH2-N), 2.04 (s, 3H, NAc), 
1.91 (s, 3H, NAc) 1.41 ((CH3)3C) ppm.  
13
C NMR (150 MHz, D2O)δ = 174.8 (2C, NAc), 102.7 (C-1
C
, C-1
B
), 101.1 (C-1
A
), 81.8 (C-
5
C
), 78.4 (C-5
B
), 75.6 (C-5
A
), 74.8 (2C, C-3
A
, C-3
C
), 73.5 (C-3
B
), 72.4 (C-4
A
), 70.3 (C-2
B
), 
70.0 (OCH2), 68.3 (C-4
B
), 67.5 (C-4
C
), 60.9 (C-6
B
), 60.4 (C-6
C
), 60.0 (C-6
A
), 55.6 (C-2
C
), 
55.0 (C-2
A
), 51.0 (CH2N3), 28.4 (O-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 27.9 (O-CH2-CH2-
CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 25.5 (O-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 24.6(O-CH2-CH2-CH2-
CH2-CH2-CH2-N3), 22.1 (2C, NAc) ppm. 
Auch das Tetrasaccharid di-LacNAc-amino-tBoc wurde erfolgreich synthetisiert, isoliert und 
mittels HPLC, MS und NMR überprüft. Insgesamt konnten 50 mg (45 µmol) von diesem 
Saccharid-Derivat hergestellt werden (Abbildung 52).  
A B C 
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Abbildung 52: MS und NMR Ergebnisse des Tetrasaccharid-amino-tBoc (21). Das Tetrasaccharid 
di-LacNAc-amino-tBoc wurde mittels HPLC, MS und NMR überprüft und bestätigt.  
MS: gemessen m/z 890,4 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 891,4. 
1
H NMR (600 MHz, D2O)δ= 4.79 (br, 8H, OH), 4.70 (d, 1H, J= 8.34, H-1
C
), 4.52 (d, 1H, J= 
7.62, H-1
A
), 4.48 (d, 1H, J= 7.91, H-1
B
), 4.46 (d, 1H, J= 7.85, H-1
D
), 4.15 (m, 1H, H-4
C
), 
4.00-3.45 (m, 25H), 3.32 (m, 2H, CH2N3), 2.03 (s, 6H, NAc) 1.60-1.56 (4H, O-CH2-CH2-
CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 1.37 (m, 4H, O-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-N3) ppm. 
13
C NMR (150 MHz, DEPT 45, D2O)δ = 102.9 (C-1
B
), 102.8 (C-1
D
), 102.7 (C-1
C
), 101.0 
(C-1
A
), 82.1 (C-3
B
), 78.5 (C-4
C
), 78.1 (C-4
A
), 75.3 (C-5
A
), 74.9 (C-3
C
), 74.8 (C-5
B
), 74.7 
(C-5
C
), 72.5 (C-3
A
), 72.4 (C-3
D
), 71.0 (C-5
D
), 70.4 (C-2
D
), 70.0 (C-2
B
), 69.6 (O-CH2), 68.5 
(C-4
D
), 68.3 (C-4
B
), 61.0 (C-6
D
), 60.9 (C-6
B
), 60.0 (C-6
C
), 59.8 (C-6
A
), 55.2 (C-2
C
), 55.1 
(C-2
A
), 51.1 (CH2N3), 28.4 (O-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 28.0 (O-CH2-CH2-CH2-
CH2-CH2-CH2-N3), 25.5 (O-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-N3), 24.6 (O-CH2-CH2-CH2-CH2-
CH2-CH2-N3), 22.2 (2C, NAc) ppm. 
Längere Oligosaccharid-Derivate wurden aufgrund ihrer komplexen Strukturen mittels HPLC 
und MS überprüft. Vom Pentasaccharid-amino-tBoc wurden insgesamt 50 mg (40 µmol) 
Feststoff hergestellt (Abbildung 53). 
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Abbildung 53: MS und NMR Ergebnisse des Pentasaccharid-amino-tBoc (22). Das 
Pentasaccharid-amino-tBoc wurde mit HPLC und MS überprüft und bestätigt. MS: m/z 
1093,5 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 1094,5. 
Besonders die Synthese von längerkettigen Galaktose-terminierten Poly-LacNAc Derivaten 
war von Interesse, da solche Strukturen interessante Bindungspartner für Galektine darstellen. 
Das Hexasaccharid tri-LacNAc-amino-tBoc wurde mit den hier präsentierten Methoden 
A B C D 
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erfolgreich synthetisiert (30 mg, 24 µmol) isoliert und mit HPLC und MS überprüft 
(Abbildung 54). 
O
O
HO
NHAc
OH
O
OH
O
OH
OH
O
HO
NHAc
OH
O
NH O
O
O
O
OH
O
OH
OH
H
2  
23 
Abbildung 54: MS Ergebnis des Hexsaccharid-amino-tBoc (23). Das Hexasaccharid tri-LacNAc-
amino-tBoc wurde mit HPLC und MS überprüft und konnte bestätigt werden. MS: m/z 
1255,5 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 1256,5. 
Damit konnten alle präparativ synthetisierten Strukturen bis zum Hexasaccharid verifiziert 
werden. Die bei der Ein-Topf Poly-LacNAc Synthese zu geringen Anteilen entstandenen 
längeren Oligosaccharidketten (< 0,5%) wurden aus einem Syntheseansatz isoliert und die 
resultierende Saccharidlösung zur Überprüfung durch MS eingesetzt. Es konnte sowohl das 
Octa- als auch das Decasaccharid erfolgreich nachgewiesen werden. 
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Abbildung 55: MS Ergebnis des Octasaccharid-amino-tBoc (24). Das Octasaccharid tetra-
LacNAc-amino-tBoc wurde mit HPLC und MS überprüft und konnte bestätigt werden. MS: 
m/z 1260,6 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 1261,6. 
Ein Octasaccharid aus chemo-enzymatischer Synthese mit einer Funktionalisierung für 
spätere Immobilisierungen wurde bisher noch nicht beschrieben. Dieses tetra-LacNAc Derivat 
(Abbildung 55) besitzt neben dem ebenfalls neuartigen penta-LacNAc Derivat (Abbildung 
56) großes Potential für die Biomaterialforschung. Strukturen dieser Länge konnten in der 
EZM bisher zwar identifiziert werden, waren jedoch bisher auf synthetischem Wege 
präparativ nicht zugänglich. Bisherige Arbeiten lieferten semi-präparativ Strukturen bis zum 
Hexasaccharid (Sauerzapfe et al., 2009), darüber hinaus sind keine Arbeiten bekannt. 
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Abbildung 56: MS Ergebnis des Decasaccharid-amino-tBoc (25). Das Decasaccharid penta-
LacNAc-amino-tBoc wurde mit HPLC und MS überprüft und konnte bestätigt werden. MS: 
m/z 1985,8 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 1986,8. 
In dieser Arbeit konnten die Oligosaccharide 24 und 25 nur in geringer Stoffmenge  von 
wenigen µg synthetisiert werden. Jedoch können zukünftig Optimierungen und 
Weiterentwicklungen der Protokolle für Poly-LacNAc Ein-Topf Synthesen solche Strukturen 
auch präparativ zugänglich machen (C. Rech, et al., 2011).  
Über die präsentierten Ein-Topf Poly-LacNAc-R Synthesen mit zwei unterschiedlich 
funktionalisierten LacNAc Derivaten kann zusammenfassend festgehalten werden, dass sie 
die Herstellung langkettiger und funktionalisierter Oligosaccharide schnell und einfach 
möglich machen. Neben den Ergebnissen zur präparativen Poly-LacNAc-Azid Synthese aus 
Kapitel 3.1.4 konnten auch äußerst erfolgreich präparativ Poly-LacNAc-Amino Strukturen 
hergestellt werden. Die entwickelten Isolierungsprotokolle lieferten abschließend die 
Möglichkeit, alle synthetisierten Oligosaccharidketten in ausreichender Stoffmenge und 
Reinheit für weitere Studien aufzuarbeiten. 
3.2.3 LacDiNAc-amino-tBoc Strukturen 
Analog zum Reaktionsschema in Abbildung 39 wurde neben dem azid- auch 
aminofunktionalisierte Substrate mit der His6-Propeptid-catβ4GalT1 Y284L eingesetzt, um 
auch LacDiNAc-Amino Derivate herzustellen. Zunächst wurde die Synthese von LacDiNAc-
Amino mit GlcNAc-amino-tBoc realisiert. Ein weiteres amino-funktionalisiertes 
Akzeptormolekül, das von Sauerzapfe et al. präsentiert und charakterisiert wurde (Sauerzapfe 
et al., 2009), kam zusätzlich als Akzeptor für die β4GalT Y284L zum Einsatz. Auch dieses 
Molekül besitzt eine tBoc-geschützte Aminogruppe, diese ist jedoch N-glykosidisch am C1 
des GlcNAc über eine Thioureido-Gruppe verknüpft (Abbildung 57).  
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Abbildung 57: Reaktion der His6-Propeptid-catβ4GalT1 Mutante Y284L mit amino-
funktionalisierten Akzeptormolekülen. Es kamen zwei aminofunktionalisierte GlcNAc-
Akzeptoren zum Einsatz: -amino-tBoc und -thioureido-amino-tBoc aus (Sauerzapfe et al., 
2009). Die Synthese benötigte zur Bereitstellung des Donors UDP-GalNAc die Epimerase 
und UDP-GlcNAc als Donorsubstrat. Anschließend katalysierte die β4GalT Y284L die 
Reaktion zu entsprechenden LacDiNAc-tBoc Strukturen. 
Die LacDiNAc-Amino Synthese mit der His6-Propeptid-catβ4GalT1 Y284L wurde analog zu 
Kapitel 3.1.5 mit der Reaktion der Epimerase kombiniert. So wurde das Donorsubstrat UDP-
GalNAc aus dem kostengünstigeren UDP-GlcNAc bereitgestellt. Mit GlcNAc-amino-tBoc als 
Substrat wurde im analytischen Maßstab der Umsatz zu LacDiNAc-amino-tBoc analysiert 
und über 24 h verfolgt (Abbildung 58). 
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Abbildung 58: Zeit-Umsatz Kurve zu LacDiNAc-amino-tBoc. Die β4GalT Y284L (15 mU) wurde in 
100 µL Volumen mit 2,5 mM GlcNAc-amino-tBoc für den Umsatz zu LacDiNAc-amino-
tBoc eingesetzt. Die Produktbildung wurde über 24 h mittels HPLC analytisch kontrolliert. 
Das Donorsubstrat UDP-GalNAc wurde mittels der Epimerase aus 5 mM UDP-GlcNAc 
hergestellt. Ein Umsatz von >95 % zu LacDiNAc-amino-tBoc konnte nach ca. 6 h erzielt 
werden, nach 15 h war der Umsatz vollständig erfolgt. 
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Nach 60 min konnte bereits ein Umsatz von über 80 % erzielt werden, nach 6 h wurde ein 
über 95 %iger Umsatz festgestellt. Die Synthese im analytischen Maßstab unter 
kombinatorischem Einsatz zweier Enzyme war demnach erfolgreich und kann für 
Synthesemaßstab-Vergrößerungen weiter verfolgt werden. Das Produkt LacDiNAc-
amino-tBoc wurde mit MS Messungen verifiziert (Abbildung 59). 
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Abbildung 59: Chromatogramm der Synthese von LacDiNAc-amino-tBoc (26) und zugehörige 
MS Verifizierung. Der prozentuale Umsatz von Edukt zu Produkt (21,4 min) ist im 
oberen Chromatogramm bei einer Detektion von 205 nm gezeigt. Das extrahierte 
Massenspektrum von m/z [M-H]
+
 zwischen 565,5 – 566,5 zeigt deutliche Counts bei 
21,4 min, die der berechneten Massen von [M] 567,2 entsprechen. Damit wurde die 
Struktur LacDiNAc-amino-tBoc bestätigt. 
LacDiNAc-amino-tBoc wurde erfolgreich synthetisiert und mittels MS verifiziert. Die in 
dieser Arbeit präsentierten LacDiNAc-Derivat Synthesen wurden im analytischen Maßstab 
durchgeführt. Ein zweiter aminofunktionalisierter Akzeptor mit Thioureido-Verknüpfung aus 
Abbildung 57 wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. V. Kren (Akademie der 
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Wissenschaften, Prag) im semi-präparativen Maßstab hergestellt und charakterisiert. Dabei 
konnte gezeigt werden, dass LacDiNAc-R Synthesen mit der β4GalT Y284L in größeren 
Maßstäben durchführbar sind. Das verifizierte LacDiNAc-amino-Derivat erwies sich als 
potenter Ligand zur Aktivierung natürlicher Killerzellen (Bojarova et al., 2009).  
Diese aminofunktionalisierten LacDiNAc-Strukturen bieten, wie LacDiNAc-AzIII, gute 
Möglichkeiten, in Glykanarrays die Spezifität bestimmter Lektine zu charakterisieren. Im 
Hinblick auf biomedizinische Fragestellungen können die hier vorgestellten LacDiNAc neo-
Glykokonjugate neuartige  Anwendungsmöglichkeiten liefern. 
3.3 Charakterisierung von Propargyl-funktionalisierten GlcNAc-Akzeptoren 
Propargyl-funktionalisierte Saccharide wurden in der Literatur weit seltener beschrieben als 
beispielsweise Azidzucker. Kürzlich wurde ein Propargyl-Laktosid präsentiert (Gouin et al., 
2010), und auch ein Propargyl-LacNAc Molekül wurde beschrieben (van Kasteren et al., 
2007). Solche Zucker stellen eine Propargylfunktion für die Klickreaktion bereit und können 
so komplementär an Azidfunktionen gekoppelt werden. Bezüglich einer enzymatischen 
Synthese fehlen bisher jedoch umfangreiche Daten über solche Moleküle. 
Das hier gezeigte Molekül GlcNAc-Propargyl wurde erstmalig kinetisch charakterisiert, was 
für folgende LacNAc Synthesen genutzt werden sollte. Die Produkte sollten Anwendung 
finden bei einer Immobilisierung an orthogonal funktionalisierten Oberflächen. 
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Abbildung 60: Propargyl-funktionalisiertes GlcNAc-Substrat (28). Dieses Substrat GlcNAc-
Propargyl trägt O-glykosidisch eine Alkinfunktion (-C≡C, -propargyl) über einen 
(CH2)2-Linker. Diese Modifikation eignet sich für spätere Klickreaktionen mit Azidgruppen.  
Das Substrat wurde als Akzeptormolekül für die His6-Propeptid-catβ4GalT1 eingesetzt und 
mit der entsprechenden Donor- und Akzeptorkinetik analog zu Kapitel 3.1 charakterisiert 
(Abbildung 61).  
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Abbildung 61: Kinetische Charakterisierung von GlcNAc-Propargyl (28). Die kinetische 
Untersuchung wurde mit dem Akzeptor GlcNAc-Propargyl und der His6Propeptid-
catβ4GalT1 mit UDP-Gal als Donorsubstrat durchgeführt. Die Donorkinetik wurde mit 3 
mM GlcNAc-Propargyl aufgenommen (A, R
2
 0,99), die Akzeptorkinetik wurde mit 5 mM 
UDP-Gal aufgenommen (B, R
2
 0,99). Die Auswertung erfolgte über eine nicht-lineare 
Regression nach Michaelis-Menten (Donorkinetik) und der kinetischen Bestimmung für 
Substratüberschussinhibitionen (Akzeptorkinetik). 
Die kinetischen Werte der Donorkinetik reihen sich in die bisher beschriebenen Werte ein. 
Der Km liegt mit 0,4 mM bei einer vergleichbaren Konzentration wie bei den Azidzuckern  
(0,3 mM, vgl. Tabelle 1, Kapitel 3.1). Auch die Maximalgeschwindigkeit der Donorkinetik 
0,5 U/mg ist gleich. 
Der Akzeptor GlcNAc-Propargyl besitzt einen etwas kürzeren Linker als GlcNAc-AzII, ist 
jedoch dabei etwas unpolarer aufgrund der C-C Dreifachbindung. Basierend auf den 
vorherigen Ergebnissen mit GlcNAc-AzII wurden daher für GlcNAc-Propargyl ähnliche 
kinetische Werte erwartet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt. 
Tabelle 4: Kinetische Konstanten des GlcNAc-Propargyl. 
 Donorkinetik                              Akzeptorkinetik 
 KM  
[mM] 
Vmax  
[U/mg] 
KM [mM] 
app.  berechnet 
Vmax [U/mg] 
app.   berechnet 
Ki [mM] 
GlcNAc-Propargyl 0,4    0,5    0,3       0,8    0,6            1,0   5,8 
 
Eine Substratüberschussinhibition trat auch mit GlcNAc-Propargyl ein, jedoch erst ab einem 
Ki von 5,8 mM. Dies war überraschend und kann nur dadurch erklärt werden, dass 
GlcNAc-Propargyl generell eine schlechtere Affinität zur β4GalT hatte. Auch der Km app Wert 
von 0,9 mM lag fast um das Doppelte höher als der Km app Wert des GlcNAc-AzII bei 0,5 mM.  
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Die gemessenen Parameter bedeuteten für LacNAc-Propargyl Synthesen, dass insbesondere 
durch den hohen Ki Wert des GlcNAc-Propargyl auch bei höheren Akzeptorkonzentrationen 
gute Umsätze erzielt werden können. Damit wurde auch dieses Substrat zur LacNAc-
Propargyl Synthese eingesetzt. 
3.3.1 LacNAc Synthese aus Propargyl-funktionalisierten GlcNAc-Akzeptoren 
Die LacNAc-Propargyl Synthese erfolgte im Maßstab bis zu 50 mL. Die Kontrolle der 
Synthese bzw. die Verfolgung einer Zeit-Umsatz Kurve konnte jedoch nur bedingt erfolgen. 
Zur Überprüfung des Produktes LacNAc-Propargyl standen zwei HPLC Säulenmatrices zur 
Verfügung. Zunächst wurde das unpolare RP-HPLC Säulenmaterial für eine Trennung 
zwischen Edukt und Produkt verwendet. Nach einem quantitativen Umsatz von Edukt zu 
LacNAc-Propargyl wurden MS Messungen durchgeführt, die das Produkt bestätigten. Jedoch 
besaß Uridin die gleiche Retentionszeit wie das Disaccharid, welches durch die Verwendung 
von alkalischer Phosphatase entstand. Die beiden Substanzen überschnitten sich fast 
vollständig, daher konnte mit dieser Methode keine zuverlässige Aussage über Umsatzraten 
von GlcNAc- zu LacNAc-Propargyl getroffen werden. Als Alternative wurde mit einer 
monolithischen NP-HPLC-Säule an einer Aminophase gearbeitet (Multospher
®
-
APS-HP, CS). Die Trennung von Edukt und Produkt, sowie auch die Trennung von Uridin 
und Produkt gelangen mit dieser Matrix, doch hier überschnitten sich Edukt und Uridin. 
Daher konnten auch mit dieser Methode keine Umsatzraten bestimmt werden.  
Zukünftig müssen andere Säulenmatrices Anwendung finden, die eine Trennung von 
Uridin/LacNAc-Propargyl oder eine Trennung von Uridin/GlcNAc-Propargyl leisten können. 
Vermutlich könnte mit NP-HPLC Matrices ein geeignetes Protokoll hierfür entwickelt 
werden. Aufgrund der präparativen Ausstattung wurde in dieser Arbeit jedoch der Versuch 
unternommen, LacNAc-Propargyl mittels RP-HPLC aus dem Synthesegemisch zu isolieren.   
3.3.2 Isolierung von LacNAc-Propargyl 
Die Isolierung der Struktur LacNAc-Propargyl an RP-HPLC Material erwies sich als 
schwierig. Für präparative Anwendungen stand eine unpolare C18 Matrix zur Verfügung. 
Daher wurden isokratische Elutionsbedingungen mit 3 % Acetonitril angewendet, ähnlich wie 
für LacNAc-AzI beschrieben (Kapitel 3.1.2). Reine LacNAc-Propargyl Fraktionen ohne 
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Uridin konnten dennoch kaum isoliert werden, da der Uridinpeak und der Produktpeak sich 
fast vollständig überlagerten (Abbildung 62).  
1        2         3          4
2      3      4
LacNAc-Propargyl
Uridin
A
B
 
Abbildung 62: Chromatogramme der Isolierung von LacNAc-Propargyl. (A) Über die präparative 
HPLC bei 205 nm wurden die Fraktionen 1-4 gesammelt und anschließend mit (B) DC 
kontrolliert. Die Fraktionen 2-4 enthielten das gewünschte Produkt LacNAc-Propargyl 
(Rf 0,35), sowie auch Uridin (Rf 0,58, UV254 nm Signal). Nur F4 enthielt ausschließlich 
LacNAc-Propargyl. 
Der Peak von LacNAc-Propargyl überschnitt sich fast vollständig mit dem Peak des 
entstandenen Uridins, obwohl der kleinstmögliche Anteil an organischer Phase gewählt wurde 
(3 % Acetonitril). Alle manuell gesammelten Fraktionen wurden zunächst mittels DC 
überprüft und das Ergebnis anschließend durch HPLC-MS verifiziert. Der Anteil an Uridin  
mit gemessenen m/z 243,2 für [M-H]
+
 für berechnet [M] m/z 244,2 wurde bestätigt. Nur zum 
Ende der Elution des LacNAc-Propargyl konnten reine Produktfraktionen erhalten werden 
(Abbildung 62 B, F4), da Uridin 1-2 min früher vollständig eluiert wurde als das LacNAc-
Derivat. Die in diesem Zeitfenster entnommene Fraktion enthielt ausschließlich LacNAc-
Propargyl. Die reinen LacNAc-Propargyl Fraktionen wurden vereinigt und zur NMR 
Messung eingesetzt.  
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Abbildung 63: MS und NMR Ergebnisse des LacNAc-Propargyl (29). Das synthetisierte 
Disaccharid wurde mit DC, HPLC, MS und NMR analysiert und konnte bestätigt werden. 
MS: gemessen m/z 420,2 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 421,2.  
1
H NMR (300 MHz, D2O)δ = 4.79 (br, 6H, OH), 4.72 (d, 1H, J= 8.16, H-1
A
), 4.45 (d, 1H, 
J= 7.84, H-1
B
), 4.39 (s, 2H, OCH2), 3.97-3.95 (m, 1H, H-6
A
), 3.90 (m, 1H, H-5
B
), 3.82-3.80 
(m, 1H, H-6’
A
), 3.63-3.47 (m, 10H), 2.04-2.02 (s, 3H, NAc) ppm. 
13
C NMR (75 MHz, DEPT 45, D2O)δ = 102.8 (C-1
B
), 99.2 (C-1
A
), 78.2 (C-4
A
), 75.3 (C-5
A
), 
73.9 (C-5
B
), 72.5 (C-3
B
), 70.8 (C-3
A
), 69.5 (C-2
B
), 67.4 (C-4
B
), 60.9 (C-6
B
), 59.9 (C-6
A
), 
54.6 (O-CH2), 54.6 (C-2
A
), 22.1 (NAc) ppm.  
Das Produkt LacNAc-Propargyl konnte bestätigt werden. Insgesamt lieferten die 
Isolierungsarbeiten bis zu 100 mg kristallinen Feststoff, der jedoch zu unbekannten Teilen 
Uridin enthielt. Aufgrund der problematischen Aufarbeitung folgten nach der Verifizierung 
des Disaccharides keine weiteren Experimente mit diesem Zucker. Für die Optimierung dieser 
Produktaufarbeitung ist es zunächst notwendig, einen vollständigen Syntheseumsatz von 
GlcNAc- zu LacNAc-Propargyl zu erzielen. Die durchgeführten MS Messungen bestätigten 
einen erfolgten Umsatz nach 64 h. Der Grund für den langsamen Umsatz könnte in der 
vergleichsweise schlechten Affinität des GlcNAc-Propargyl zur His6-Propeptid-catβ4GalT1 
liegen.  
Nach einem erfolgten quantitativen Umsatz könnte mit einer präparativen NP-HPLC Säule 
das Produkt isoliert werden, was in dieser Arbeit im analytischen Maßstab gelang. Auch die 
Verwendung einer aq-Phase mit 100 % Wasser als mobile Phase könnte zu einer besseren 
Trennung von Produkt und Uridin führen. Dies würde für das etwas polarere Molekül Uridin 
eine frühere Elution als für das LacNAc-Propargyl bewirken. Denkbar wäre aber auch die 
Verwendung einer Größenausschluss-Chromatographie nach der etablierten Methode für 
LacNAc-AzII bei Einsatz von Ammoniumacetat als Puffer (Kapitel 3.1.2). Alternativ wurde 
in der Literatur ein Verfahren beschrieben, bei dem mittels Flash-Chomatographie Ausbeuten 
bis zu 97 % erzielt werden können (van Kasteren et al., 2007). Um das Problem mit der 
Substanz Uridin zu umgehen, könnte auch auf den Einsatz der alkalischen Phosphatase 
A B 
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verzichtet werden. Dies würde einerseits die Entstehung von Uridin verhindern, jedoch 
andererseits würde anfallendes UDP inhibitorisch auf die GalT wirken. 
Eine viel einfachere Lösung wäre die strukturelle Verlängerung des Linkers durch eine höhere 
Anzahl Alkylgruppen, womit die Polarität des gesamten Moleküls verringert werden würde. 
Damit einhergehend würden sich auch die kinetischen Eigenschaften verbessern. So könnten 
zukünftig Synthese- und Isolierungsprozesse von einem LacNAc-(CH2)x-Propargyl analog 
zum unpolaren LacNAc-AzIII erfolgen. Zukünftig könnte ein solches Saccharid-Derivat viel 
versprechende Möglichkeiten zur orthogonalen Immobilisierung mittels Klickreaktion liefern, 
daher müssen an die gezeigten Ergebnisse weitere Arbeiten angeschlossen werden.  
 
3.4 Zusammenfassung und Bewertung der Akzeptormoleküle 
Drei Azid-funktionalisierte Akzeptormoleküle (1, 2, 3), zwei Amino (17, 18) und ein 
Propargyl-funktionalisierter Akzeptor (28) wurden umfassend charakterisiert. Die 
vorgestellten GlcNAc Derivate mit C1-ständiger funktioneller Gruppe wurden kinetisch mit 
der His6-Propeptid-catβ4GalT1 untersucht, was entscheidende Auskünfte für deren optimalen 
Einsatz zur LacNAc-R Synthese lieferte. Die kinetischen Studien belegten eine besondere 
Affinität hydrophober Aglyka zur eingesetzten β4GalT, jedoch einhergehend mit starken 
Inhibitionseffekten. Aber auch die hydrophileren Funktionalisierungen zeigten gute kinetische 
Eigenschaften und unter Substratüberschuss nur einen geringen inhibitorischen Einfluss auf 
die β4GalT. Weiterhin konnten mit der β4GalT Y284L und drei Akzeptoren auch LacDiNAc-
Derivate (16, 26, 27) erfolgreich synthetisiert werden. 
Basierend auf den kinetischen Untersuchungen konnten präparative LacNAc Synthesen mit 
allen Akzeptoren durchgeführt werden (Adamiak et al., 2012). Bis auf GlcNAc-
Koppler (18) wurden alle vorgestellten Akzeptoren erfolgreich zu den entsprechenden 
LacNAc-Derivaten (4, 5, 6, 19, 29) umgesetzt. Synthesevolumina zwischen 10 und 50 mL 
konnten problemlos realisiert werden. Auch eine einmalige Maßstabsvergrößerung bis 
100 mL wurde erfolgreich durchgeführt, verlangte aber diffusionsbedingt längere 
Inkubationszeiten. Insbesondere die Synthese von LacNAc-AzIII (6) im Fed-Batch Verfahren 
konnte trotz der starken Inhibitionswerte erfolgreich durchgeführt werden. Insgesamt wurden 
im Rahmen dieser Arbeit annähernd je 300 mg (0,6 mmol) Disaccharide (6, 19) hergestellt. 
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LacNAc-Propargyl (29) konnte zwar im präparativen Maßstab synthetisiert werden, aber die 
Isolierung des Produktes verursachte Schwierigkeiten. Hier bieten sich jedoch mehrere 
Optimierungsmöglichkeiten an, um die Synthese sowie die Isolierung des LacNAc-Propargyl 
zu verbessern. Auch eine enzymatische Synthese mit GlcNAc-Koppler (18) als Substrat 
könnte zukünftig erfolgen. Jedoch kann LacNAc-Koppler vermutlich einfacher hergestellt 
werden, ausgehend von LacNAc-AzI (4) und anschließender Klickreaktion mit dem 
bifunktionellen Koppler. 
Für Poly-LacNAc-Synthesen wurden die beiden vielversprechendsten Akzeptoren 
ausgewählt. Von LacNAc-AzIII (6) sowie LacNAc-amino-tBoc (19) wurden die hergestellen 
Stoffmengen in zwei verschiedenen Syntheserouten für Poly-LacNAc Synthesen eingesetzt. 
Die sukzessive Syntheseführung in Volumina bis 50 mL lieferte mit einem hohen 
Zeitaufwand unter gut kalkulierbaren Bedingungen Poly-LacNAc Produkte bis zum 
Hexasaccharid-R. Das Ein-Topf Verfahren in 50-100 mL für die Synthese von Poly-LacNAc 
Derivaten benötigte insgesamt eine kürzere Bearbeitungszeit und ermöglichte die Herstellung 
von Produkten bis zum Decasaccharid (10-15, 20-25).  
Die Strukturen (Poly-)LacNAc-AzIII und (Poly-)LacNAc-amino-tBoc wurden im Weiteren 
für Immobislisierungsexperimente eingesetzt. 
 
3.5 Immobilisierung der (Poly-)LacNAc-Derivate und deren 
Charakterisierung 
Funktionalisierte Hydrogele sind in der Literatur bekannt (Zhu, 2010). Auch eine 
Funktionalisierung mit Sacchariden wurde bereits beschrieben (Sauerzapfe, 2007). Eine 
gezielte Funktionalisierung von Hydrogelen mit multiantennären Oligosacchariden wurde 
jedoch bisher nicht gezeigt. In der vorliegenden Arbeit wurde ein variabel einsetzbares 
System bearbeitet, um eine Plattform zur flexiblen Präsentation von Oligosacchariden zu 
entwickeln. Es galt dabei das Ziel, die Oligosaccharide über multifunktionelle 
Kopplermoleküle an eine künstliche Oberfläche zu binden und zu charakterisieren. Die 
Kopplermoleküle mussten hierfür verschiedene funktionelle Gruppen tragen, gleichzeitig 
sollten die Saccharide entsprechende komplementäre funktionelle Gruppen besitzen. Der 
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vorgestellte bifunktionelle Koppler (8) (Abbildung 26, Kapitel 3.1.3) wurde in dieser Arbeit 
als Modell-Koppler verwendet. Über dessen Propargyl-Funktion können verschiedene 
(Poly-)LacNAc-Azid Derivate mit dem Koppler verknüpft werden, und über die zweite 
Funktion -eine Aminogruppe- kann der Koppler an einer Oberfläche verankert werden. Bei 
Verwendung eines trifunktionellen Kopplers könnte über die dritte Funktion eine weitere 
Saccharidkette verankert werden, womit die natürliche Plattform der multivalenten 
Präsentation von Oligosacchariden imitiert werden könnte (Abbildung 7, Kapitel 2). 
Die Immobilisierungsexperimente wurden schrittweise bearbeitet. Zunächst wurden 
Protokolle mit den Disacchariden LacNAc-amino-tBoc (19) und LacNAc-AzIII (6) etabliert, 
bevor deren Poly-LacNAc Derivate zum Einsatz kamen. Die Saccharide wurden erst über 
Modellsysteme immobilisiert, bevor der Koppler zum Einsatz kam. Die gewonnenen 
Ergebnisse wurden anschließend im letzten Schritt für die Funktionalisierung von Hydrogel-
Oberflächen kombiniert. Da sternförmige Isocyanat-funktionalisierte 6-Arm-NCO-s(PEO-
stat-PO) Polyethylenglykol-Polymere (StarPEG) geeignete Eigenschaften für eine 
biomedizinische Anwendung besitzen (Grafahrend et al., 2011, Groll et al., 2005a), sollten 
diese in dieser Arbeit als Hydrogel verwendet werden. Vorrangig wurden diese StarPEG 
Hydrogele eingesetzt, und zusätzlich wurde ein alternatives Hydrogel bestehend aus einer 4- 
und 8-armigen Polyether-Polyol Mischung getestet. 
Eine funktionelle Prüfung der immobilisierten Saccharide erfolgte mit einem abschließenden 
Lektin-Bindungstest. Dabei sollte der Fokus insbesondere auf die Galaktose-bindenden 
Lektine gelegt werden, wie beispielsweise das pilzliche Lektin CGL2 aus dem Basidomyceten 
Coprinopsis cinerea (Walser et al., 2004). Daneben kam das kommerziell erhältliche 
Erythrina cristagalli Lektin (EC) zum Einsatz. EC ist ein Pflanzenlektin, welches Dimere 
bildet und spezifisch an Galaktose oder LacNAc bindet (Turton et al., 2004). Zusätzlich 
konnten auch erste Bindungsversuche mit dem humanen Galektin1 (C. Rech, 
Promotionsarbeit an der RWTH Aachen) durchgeführt werden.  
3.6 Charakterisierung immobilisierter Aminozucker 
Amino-funktionalisierte Saccharide wurden zur Immobilisierung bereits vielfältig hergestellt 
und beschrieben (Blixt et al., 2004b), und wurden daher neben Azid-funktionalisierten 
Sacchariden bearbeitet. Sie stellen einen weiteren wichtigen Bestandteil für die Entwicklung 
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eines Baukastensystems dar. In Kapitel 3.2 sind die entsprechenden Poly-LacNAc-amino-
tBoc Derivate vorgestellt, welche im Folgenden direkt über ihre Aminogruppe an einer 
aminoreaktiven Oberfläche (Immobilizer
TM
 Module, Nunc) verankert wurden. Dafür wurde 
die tBoc-Schutzgruppe durch Säurehydrolyse entfernt.  
Zunächst wurde mit LacNAc-amino-tBoc gearbeitet, später wurde Poly-LacNAc-amino-tBoc 
eingesetzt. Der funktionelle Nachweis erfolgte mit den Lektinen His6CGL2, sowie alternativ 
mit dem kommerziell erhältlichen Lektin EC.  
3.6.1 Immobilisierung von LacNAc-amino-tBoc 
Von dem in Kapitel 3.2.1 synthetisierten LacNAc-amino-tBoc (19) wurde die zur 
Immobilisierung benötigte Aminofunktion durch Entfernen der tBoc-Gruppe entschützt. 
Diese Reaktion wurde mittels DC und HPLC überprüft. Der resultierende Zucker 
LacNAc-amino wurde über Anionentauschermaterial neutralisiert und anschließend kovalent 
an einer aminoreaktiven Mikrotiterplatte immobilisiert (Abbildung 64).  
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Abbildung 64: Immobilisierung von LacNAc-amino an aminoreaktiven Mikrotiterplatten nach 
Entfernung der tBoc-Schutzgruppe. In saurem Milieu wurde die tBoc-Gruppe entfernt 
nach (Sauerzapfe et al., 2009) und das resultierende Saccharid über DC und HPLC 
überprüft. Über seine Aminofunktion wurde LacNAc-amino anschließend an 
aminoreaktiven Mikrotiterplatten immobilisiert. Die funktionelle Analyse der Saccharide 
erfolgte entweder mit His6CGL2 oder dem EC Lektin. 
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Zur Analyse von immobilisiertem LacNAc-amino wurde His6CGL2 eingesetzt, anschließend 
wurde über eine konjugierte Anti-His6-Peroxidase der Umsatz von ο-Phenylendiamin (OPD) 
gemessen. Mit dieser Methode konnte jedoch LacNAc-amino nicht detektiert werden, die 
Analyse mit His6CGL2 zeigte kein Signal. Dies ist wahrscheinlich durch die kurze Distanz 
der Galaktose-Einheit zur Oberfläche begründet, die für das CGL2 als Tetramer mit 16,7 kDa 
pro Einheit sterisch unzugänglich ist. Dieses Verhalten für His6CGL2 mit einem ähnlichen 
LacNAc-Derivat wurde bereits beschrieben, wobei aber längere Saccharidketten eine Bindung 
erzielen konnten unter Verwendung einer längeren Linkerstruktur (Sauerzapfe et al., 2009). 
Deshalb wurden im nächsten Schritt Poly-LacNAc-amino-tBoc Oligosaccharide 
immobilisiert. 
3.6.2 Immobilisierung von Poly-LacNAc-amino-tBoc 
Zunächst wurden die Poly-LacNAc Derivaten entschützt und mittels DC und HPLC 
überprüft. Anschließend wurden Oligosaccharide bis zum Hexasaccharid-amino an 
aminoreaktiven Oberflächen immobilisiert und zunächst mit dem Modell-Galektin His6CGL2 
überprüft (Abbildung 65). 
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Abbildung 65: His6CGL2 Bindung an immobilisierten Poly-LacNAc-amino Strukturen 
(aminoreaktive Mikrotiterplatten). (A) Es wurden die entschützten Strukturen zwischen 
Di- und Hexasaccharid-amino über die freie Aminogruppe an aminoreaktiven 
Mikrotiterplatten immobilisiert und mit His6CGL2 funktionell nachgewiesen. Die 
Saccharide wurden in einer finalen Konzentration von 10 mM eingesetzt. Die 
Negativkontrolle enthielt kein Saccharid. (B) Schema der immobilisierten Strukturen. 
Auffällig ist eine insgesamt niedrige Signalstärke. Keine der Strukturen bewirkte mit 
His6CGL2 ein Bindungssignal über einer OD492 nm von 0,1. Neben einem niedrigen Signal 
vom Pentasaccharid-amino wurde das höchste Signal mit Absorptionen von 0,08 mit dem 
Hexasaccharid-amino gemessen. Diese Tendenz entspricht den Erwartungen, da für eine 
His6CGL2 Bindung eine kritische Distanz der terminalen Galaktose zur Oberfläche 
überwunden werden musste (Sauerzapfe et al., 2009). Diese Distanz wurde durch das 
Hexasaccharid-amino gegeben. Auch das Pentasaccharid zeigte Absorptionen mit His6CGL2, 
vermutlich aufgrund einer Bindung des Lektins an interne LacNAc-Einheiten.  
Zur Überprüfung der Ergebnisse wurde neben dem His6CGL2 das kommerziell erhältliche  
Erythrina cristagalli Lektin (EC) mit immobilisierten Poly-LacNAc-amino Sacchariden 
eingesetzt. Dieses Lektin lag biotinyliert vor, daher konnte mittels einer Streptavidin-
Peroxidase die Bindung des Lektins analysiert werden (Abbildung 66). 
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Abbildung 66: EC Lektin Bindung an immobilisierten Poly-LacNAc-amino Strukturen (amino-
reaktive Mikrotiterplatten). (A) Es wurden die entschützten Strukturen zwischen Di- und 
Hexasaccharid-amino über die freie Aminogruppe an aminoreaktiven Mikrotiterplatten 
immobilisiert und mit dem EC Lektin funktionell nachgewiesen. Die Saccharide wurden in 
einer finalen Konzentration von 10 mM eingesetzt. Die Negativkontrolle enthielt kein 
Saccharid. (B) Schema der immobilisierten Strukturen. 
Die Analyse mit EC ergab deutlich höhere Absorptionen. Wie in den Untersuchungen mit 
His6CGL2 konnte auch EC mit hoher Affinität an das Hexasaccharid-amino binden. Kürzere 
Kettenlängen zeigten ebenfalls eine Bindung, die jedoch aufgrund vergleichsweise hoher 
Standardabweichungen nicht eindeutig bewertet werden konnten. Die Ergebnisse der 
EC Lektin Bindungsstudien wurden bereits mit Hexasaccharid-amino in einer groß angelegten 
Studie mit > 200 immobilisierten Glykanen beschrieben (Blixt et al., 2004a), wobei das 
Hexasaccharid ein deutliches Bindungssignal erzeugen konnte, das Tetrasaccharid dagegen 
nicht. Studien in Kombination dem Galektin His6CGL2 sind jedoch bisher nicht bekannt.  
Es sind bereits ähnliche Moleküle zur Immobilisierung eingesetzt worden (Sauerzapfe et al., 
2009), welche auch schon erfolgreich über His6CGL2 mit EZM Proteinen verknüpft und in 
Zellkulturexperimenten eingesetzt wurden. Der hier gezeigte Linker-amino-tBoc (Kapitel 3.2, 
Abbildung 42) kann zukünftig Ähnliches leisten, während seine Syntheseroute weit weniger 
aufwendig ist als die Synthese des in (Sauerzapfe et al., 2009) präsentierten GlcNAc-
Derivates. Dabei muss jedoch bedacht werden, dass der gezeigte Linker eine kürzere 
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Molekülkette aufweist als bei Sauerzapfe et al., was eine vergleichende Bewertung der 
Bindungsqualität von His6CGL2 nicht zulässt.  
3.6.3 Bewertung der Immobilisierung amino-funktionalisierter Saccharide  
Ausgehend von der präparativen Synthese von amino-funktionalisierten Oligosacchariden bis 
zu deren Immobilisierung auf artifiziellen Oberflächen liefen alle Schritte erfolgreich. Die 
Untersuchungen mit beiden Lektinen ergaben zusammenfassend, dass das Hexasaccharid-
amino eine geeignete Erkennungsstruktur für die Lektinbindung darstellt. Erste Vorversuche 
mit dem entschützten Octasaccharid-amino zeigten weiterhin eine tendenziell bessere 
Affinität zu den Lektinen His6CGL2 und EC, was zukünftig noch weiter untersucht werden 
muss. Daher sollten künftig auch Octa- und Decasaccharid-amino (Kapitel 3.2.2) als 
Bindungsstrukturen für beide Lektine eingesetzt werden. Auf eine Fixierung von Poly-
LacNAc-amino Strukturen im Hydrogel wurde verzichtet, da kein einsetzbares 
Kopplungsmolekül zur Verfügung stand. Die Saccharide könnten zwar direkt in das Hydrogel 
eingebunden werden, doch als Ziel dieser Arbeit sollten multifunktionelle Kopplermoleküle 
als Basis für eine variable Immobilisierung verschiedener Oligosaccharide genutzt werden. 
Um die Poly-LacNAc-amino Saccharide zukünftig in das Baukastensystem einzubinden, 
muss ein entsprechender Koppler mit einer aminoreaktiven Funktionalisierung entwickelt 
werden. Hierfür ist als funktionelle Gruppe beispielsweise Isocyanat einsetzbar, wie es schon 
erfolgreich eingesetzt wurde (Fazio et al., 2004). Auch ein multifunktioneller Ansatz wurde 
beschrieben, bei dem zyklisches Carbonat und Epoxidgruppen eingesetzt wurden, um Amine 
an eine Polymerkette zu knüpfen (He et al., 2010).  
 
3.7 Charakterisierung immobilisierter Azid-Saccharide 
Neben den der Verankerung über Aminogruppen sollten auch die Möglichkeiten zur 
Immobilisierung durch Klickreaktion ausgeschöpft werden. Um Azid-funktionalisierte 
Oligoaccharide an einer Hydrogel-Oberfläche zu immobilisieren, wurden schrittweise 
Protokolle basierend auf bereits bestehenden Arbeiten entwickelt (Chan et al., 2007, Fazio et 
al., 2002). Diese Arbeiten beschreiben eine schnelle Bildung eines [1,2,3]-Triazols, unter 
verschiedenen Bedingungen. Die gewünschte Regioselektivität wurde dabei durch den 
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Katalysator Cu(I) erzielt. Der Einsatz einer Cu(II) reduzierenden Base war ebenfalls 
entscheidend, denn durch sie wird der Katalysator Cu(I) bereitgestellt. In situ kann die 
Reduktion von Cu(I) durch das wasserlösliche Natriumascorbat aus Cu(II)-Salzen (meist 
Cu(II)SO4 Pentahydrat) erfolgen. Aufgrund einer Komproportionierung wird trotz des 
oxidierenden Einflusses von Luftsauerstoff der Oxidationszustand von Cu(I) aufrecht erhalten 
(Chan et al., 2004).  
Alle Arbeiten fanden in Mikrotiterplatten statt; zunächst in aminoreaktiven kommerziellen 
Platten, später wurden Platten mit einer StarPEG Beschichtung eingesetzt. Die ersten 
Ergebnisse wurden mit Disacchariden gewonnen, anschließend wurden auch die hergestellten 
Poly-LacNAc Derivate eingesetzt.  
3.7.1 Immobilisierung von LacNAc-AzIII 
Die Durchführung einer 1,3-dipolaren Cycloaddition in der Mikrotiterplatte wurde bereits 
beschrieben (Fazio et al., 2002). Jedoch wurde dort der Linker nicht kovalent gebunden, 
sondern über einen aliphatischen Rest physisorbiert. Basierend auf diesem Protokoll wurde 
eine neue Methode entwickelt, um das in dieser Arbeit hergestellte LacNAc-AzIII (6) an einer 
Mikrotiterplatten-Oberfläche kovalent zu immobilisieren. Die Immobilisierung wurde an 
aminoreaktiven Platten bearbeitet und etabliert, die für die Klickreaktion zunächst aktiviert 
werden mussten. Im Anschluss an die Arbeiten in aminoreaktiven Mikrotiterplatten wurde das 
entwickelte System zur Immobilisierung von LacNAc-AzIII auf Hydrogel-Oberflächen 
übertragen. 
3.7.1.1 Klickreaktion in aminoreaktiven Mikrotiterplatten (LacNAc) 
Für die Klickreaktion wurde eine aminoreaktive Mikrotiterplatte (Immobilizer
TM
 Module, 
Nunc) mit Propargylamin (PA; Synonyme: 2-Propinylamin oder 3-Aminopropin) präpariert. 
PA bot eine bifunktionelle Möglichkeit, um einerseits mit einer aminoreaktiven Oberfläche 
kovalent verknüpft zu werden, und verfügte andererseits über eine Alkinfunktion für eine 
Klickreaktion mit den Azid-Sacchariden. Die aminoreaktive Platte wurde zunächst mit PA 
über Nacht inkubiert, die Klickreaktion erfolgte anschließend ebenfalls über Nacht unter den 
in Abbildung 67 gezeigten Bedingungen.  
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Abbildung 67: Protokoll der durchgeführten Klickreaktion an funktionalisierten 
Mikrotiterplatten. Die Funktionalisierung der aminoreaktiven Mikrotiterplatte mit einer 
Alkingruppe erfolgte mit PA. Die präsentierte Alkingruppe stand anschließend zur 
Klickreaktion mit Azid-Zuckern zur Verfügung. Der funktionelle Nachweis erfolgte mit dem 
Lektin His6CGL2 im ELLA Bindungstest. 
Die Analytik solcher funktionalisierter Oberflächen erfolgte mit dem Galaktose-spezifischen 
Lektin His6CGL2 in Kombination mit einer Anti-His6-Peroxidase. Aufsteigende 
Konzentrationen an LacNAc-AzIII wurden mittels Klickreaktion nach Abbildung 67 
immobilisiert und mit dem Lektin His6CGL2 nachgewiesen. Um die absoluten 
Bindungssignale des ELLA Assays bewerten zu können, ist eine konzentrationsabhängige 
Studie in Abbildung 68 dargestellt. Im Vergleich zur Immobilisierung von Poly-LacNAc-
amino wurden mit der Klickmethode deutlich höhere Bindungssignale erzeugt (vgl. Kapitel 
3.6, Abbildung 65). Dabei konnte das Disaccharid LacNAc-AzIII erfolgreich nachgewiesen 
werden (Abbildung 68).  
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Abbildung 68: Absolute OD492nm Messwerte mit immobilisiertem LacNAc-AzIII auf PA-
funktionalisierten Oberflächen. Eine aminoreaktive Mikrotiterplatte wurde mit PA 
funktionalisiert, anschließend wurde LacNAc-AzIII mittels Klickreaktion immobilisiert. Die 
Negativkontrolle enthielt kein LacNAc-AzIII. Der Nachweis erfolgte mit 50 µg/mL CGL2.  
Die Messung ergab deutliche Unterschiede zwischen den zwei immobilisierten LacNAc-AzIII 
Konzentrationen mit signifikant unterschiedlicher Signalstärke. Negativkontrollen ohne 
Zucker mit einer OD von ungefähr 0,2 lagen relativ zur Signalstärke der gebundenen 
LacNAc-AzIII Konzentrationen vergleichsweise niedrig. Entsprechend fand zwar ein Anteil 
an unspezifischer Proteinadsorption statt, dennoch lässt dieses Ergebnis auf eine erfolgreiche 
Immobilisierung mit dem Protokoll nach Abbildung 67 schließen. Darauf basierend wurden 
aufsteigende Konzentrationsreihen von LacNAc-AzIII mit diesem Verfahren untersucht und 
relativ zum stärksten Bindungssignal aufgetragen (Abbildung 69).   
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Abbildung 69: Bindungskurve des His6CGL2 an mittels Klickreaktion immobilisiertem 
LacNAc-AzIII (aminoreaktiven PA-funktionalisierte Oberflächen), mit Ausschnitts-
vergrößerung. Konzentrationen zwischen 0 und 10 mM Zucker wurden immobilisiert und 
durch eine konstante His6CGL2 Konzentration funktionell nachgewiesen. Bezogen auf 
das stärkste Bindungssignal wurde aus allen Experimenten die relative Bindung 
bestimmt. Die halbmaximale Sättigung der Oberfläche mit LacNAc-AzIII lag bei 0,1 mM 
(mit 50 µg/mL His6CGL2) 
Mit zunehmender LacNAc-AzIII Konzentration konnte korrelierend ein ansteigendes 
Bindungssignal des His6CGL2 gemessen werden. Die Sättigungskurve zeigte einen Bereich 
maximaler Bindung ab 5 mM LacNAc-AzIII mit einer halbmaximalen Konzentration bei 
0,1 mM. Die Analyse mit His6CGL2 erwies sich als ausreichend sensibel, auch kleine 
Konzentrationen LacNAc-AzIII (< 0,5 mM) konnten detektiert werden. Im Gegensatz dazu 
konnte LacNAc-amino nicht detektiert werden (vgl. Kapitel 3.6.1). Dies ist erklärbar durch 
eine längere Linkerstruktur des an PA geklickten LacNAc-AzIII (Abbildung 70), was eine 
größere Distanz der Galaktose Einheit zur Oberfläche bewirkt und eine Bindung des 
His6CGL2 ermöglicht. 
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Abbildung 70: Vergleich der verschiedenen Immobilisierungsmethoden in aminoreaktiven 
Mikrotiterplatten. In dieser Abbildung sind die Molekülstrukturen der immobilisierten 
Saccharide gegenüber gestellt. Die Funktionalisierung (A) -amino stellt den kürzeren 
Linker dar, die Klickreaktion von (B) -AzIII mit PA mit bildet eine längere Struktur und 
stellt somit eine ausreichende Distanz für eine spezifische Bindung von His6CGL2 bereit. 
Das erfolgreich entwickelte Modellsystem für Klickreaktionen in der Mikrotiterplatte mit 
LacNAc-AzIII wurde anschließend auf StarPEG Hydrogele übertragen. 
3.7.1.2 Klickreaktion in StarPEG-funktionalisierten Mikrotiterplatten (LacNAc) 
Ein wichtiger Schritt für diese Arbeit war die Funktionalisierung von Hydrogelen mit 
Oligosacchariden, daher wurde das in Kapitel 3.7.1.1 erfolgreich etablierte System auf 
StarPEG Hydrogele transferiert. Dabei wurden erstmalig Mikrotiterplatten mit StarPEG 
beschichtet (durchgeführt von T. Anders, DWI der RWTH Aachen). Für diese Beschichtung 
kamen kommerziell erhältliche Platten mit einer speziellen Funktionalisierung zum Einsatz 
(Covalink
TM
 Module, Nunc). An deren Oberfläche befindet sich eine sekundäre 
Aminogruppe, an die die Isocyanatgruppen der PEG Polymere kovalent geknüpft werden 
konnten. Während des Polymerisierungsprozesses der PEG Sterne wurde PA auf das 
Hydrogel aufgebracht. Anschließend erfolgte in der Platte die Klickreaktion mit LacNAc-
AzIII (Abbildung 71). 
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Abbildung 71: Immobilisierung von LacNAc-AzIII an PA funktionalisierten Hydrogelen in einer 
Mikrotiterplatte. Analog zu Abbildung 67 wurde eine Hydrogelbeschichtung in amino-
funktionalisierten Mikrotiterplatten gewählt. Die Isocyanatgruppen des StarPEG 
reagierten kovalent mit der Oberfläche und mit der Aminogruppe des PA (durchgeführt 
durch T. Anders, DWI am ITMC der RWTH Aachen). Die nachfolgende Klickreaktion 
wurde mit LacNAc-AzIII durchgeführt und der funktionelle Nachweis erfolgte mit 
His6CGL2. 
Das Immobilisierungs- und Analysesystem auf StarPEG zeigte sich ähnlich gut geeignet wie 
der Modellversuch an kommerziellen Oberflächen. Jedoch konnte auf StarPEG deutlich 
weniger unspezifische Proteinabsorption festgestellt werden. Abbildung 72 zeigt beispielhaft 
die absoluten OD492 nm Messwerte mit dem Analyten His6CGL2. 
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Abbildung 72: Absolute OD492nm Messwerte mit immobilisiertem LacNAc-AzIII auf 
PA-funktionalisierten StarPEG Hydrogelen. LacNAc-AzIII wurde über die Klickreaktion 
an PA-funktionalisierte StarPEG Oberflächen kovalent gebunden. Die Negativkontrolle 
enthielt kein LacNAc-AzIII. Die Analyse erfolgte durch 50 µg/mL His6CGL2. 
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Die Analyse mit His6CGL2 verlief auch auf StarPEG erfolgreich. Die Negativkontrolle zeigte 
eine niedrige unspezifische Proteinadsorption, und auch die Standardabweichungen waren 
gering. Das Signal von 0,01 mM immobilisiertem LacNAc-AzIII lag mit 0,08 knapp über der 
Kontrolle von 0,07. Dies legt die untere Nachweisgrenze für eine Analyse mit His6GCL2 fest 
auf ungefähr 0,01 mM LacNAc-AzIII, ähnlich den Studien ohne Hydrogel. Jedoch erzeugte 
10 mM immobilisiertes LacNAc-AzIII eine deutliche Absorption von 0,24. Die erzielten 
Ergebnisse zeigen ein ausreichend sensibles Detektionssystem mit His6CGL2 und bildeten die 
Grundlage für weitere Bindungsstudien. Darauf basierend wurden aufsteigende 
Konzentrationsreihen von LacNAc-AzIII auf PA-funktionalisierten StarPEG Hydrogelen 
untersucht (Abbildung 73). 
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Abbildung 73: Bindungskurve des His6CGL2 an mittels Klickreaktion immobilisiertem 
LacNAc-AzIII (StarPEG PA-funktionalisierte Oberflächen). Konzentrationen zwischen 
0 und 10 mM Zucker wurden immobilisiert und durch eine konstante His6CGL2 
Konzentration funktionell nachgewiesen. Bezogen auf das stärkste Bindungssignal 
(= 100 %) wurde aus allen Experimenten die relative Bindung bestimmt. Die 
halbmaximale Sättigung der Oberfläche mit LacNAc-AzIII lag bei 1,4 mM (mit 50 µg/mL 
His6CGL2). 
Die aufsteigenden Konzentrationen von LacNAc-AzIII erzielten eine deutlich zunehmende 
Absorption, jedoch erreichte die Kurve keine Sättigung. Die maximale Bindung von LacNAc-
AzIII auf StarPEG Hydrogelen muss höher als die gemessenen 10 mM liegen, entsprechend 
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hoch lag auch die halbmaximale Belegung der Platte bei ca. 1,4 mM. Dies steht im Gegensatz 
zu den Untersuchungen ohne Hydrogel, bei welchen ein maximales Signal bei ca. 5 mM 
erzielt wurde (Abbildung 69). Das wurde so nicht erwartet, denn auf StarPEG wurde weniger 
unspezifische Proteinadsorption gemessen; damit wurde ein sensibleres Ergebnis als ohne 
Hydrogel erwartet. Es scheint, dass durch topografische Störungen wie beispielsweise durch 
Randeffekte in der Platte die Zugänglichkeit des His6CGL2 zu der LacNAc-Struktur 
erschwert wurde. Erst bei höheren Konzentrationen an LacNAc-AzIII erhöhte sich für 
His6CGL2 die Wahrscheinlichkeit, auf ein zugängliches LacNAc Molekül zu treffen. 
Dennoch erwies sich die Übertragung des Klick-Protokolls mit LacNAc-AzIII an PA-
funktionalisierten StarPEG-Oberflächen in der Mikrotiterplatte als gut möglich und konnte 
erfolgreich durchgeführt werden. 
Es sollte bei der Bewertung dieser Methode beachtet werden, dass PA eine toxische Substanz 
darstellt. Insbesondere für Anwendungen im biomedizinischen Bereich muss auf die 
Verwendung nicht-toxischer Materialien Wert gelegt werden. Ein erster Schritt in diese 
Richtung ist die Senkung der PA-Konzentration. Hierfür sollte das Protokoll aus Abbildung 
71 überprüft werden, ob statt der eingesetzten 40 mM PA eine niedrigere Konzentration 
gewählt werden könnte. Als zweiter Fokus sollte hinsichtlich einer potentiellen 
biomedizinischen Anwendung die kovalent gebundene Struktur LacNAcAzIII-PA durch ein 
humanes Lektin geprüft werden. Die Verwendung von humanen Galektinen im 
biomedizinischen Bereich stellt einen viel versprechenden Ansatz dar, da Galektine als 
matrizelluläre Proteine verknüpfende Funktionen ausüben und damit zelluläre Interaktionen 
fördern (Elola et al., 2007). In einer aktuellen Arbeit wird das Gal1 beschrieben, 
immobilisierte Poly-LacNAc Strukturen mit hoher Affinität zu binden (C. Rech, 
Promotionsarbeit an der RWTH Aachen). Daher wurde anstelle des Modell-Lektins 
His6CGL2 das humane Galektin 1 (Gal1) eingesetzt, das ebenfalls spezifisch Galaktose 
bindet. Das Protokoll in Abbildung 74 stellt die Methode dar. 
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Abbildung 74: Protokoll zur Immobilisierung von LacNAc-AzIII PA in StarPEG Hydrogelen. 
Analog zu Abbildung 71 wurde PA im Hydrogel verankert: zunächst mit konstanter 
Konzetration von 40 mM, anschließend in aufsteigenden Konzentrationen zwischen 
0-40 mM (durchgeführt durch T. Anders, DWI am ITMC der RWTH Aachen). 
Anschließend folgten die Klickreaktion und die Detektion durch das humane Galektin 1 
(His6Gal1). 
Zunächst wurde eine konstante Konzentration Propargylamin mit aufsteigenden 
Konzentrationen LacNAc-AzIII zur Klickreaktion gebracht und mit His6Gal1detektiert. Das 
His6Gal1 lag in der Arbeitsgruppe durch C. Rech schon vor und konnte mittels einer Anti-
His6-Peroxidase nachgewiesen werden (Abbildung 75). 
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Abbildung 75: Immobilisierung von aufsteigenden Konzentrationen LacNAc-AzIII an PA, 
detektiert durch His6Gal1 (StarPEG Oberflächen). Aufsteigende Konzentrationen 
zwischen 0 und 10 mM LacNAc-AzIII wurden im StarPEG Hydrogel zur Klickreaktion mit 
einer konstanten Konzentration Propargylamin (40 mM) gebracht. Die Funktionalität 
wurde mit humanem His6Gal1 nachgewiesen (zur Verfügung gestellt durch C. Rech, 
1 mg/mL). Die halbmaximale Belegung der Oberfläche mit dem Galektin lag bei 1,4 mM 
LacNAc-AzIII. 
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LacNAc-AzIII konnte erfolgreich auf diese Weise detektiert werden. Im Vergleich zur 
Bindungsqualität des His6CGL2 (Abbildung 71) mit einer halbmaximalen Bindung bei 1 mM 
LacNAc-AzIII lag der Wert des His6CGL2 bei 1,4 mM. Dies ist erklärbar durch die bessere 
Zugänglichkeit des Dimers His6Gal1, im Gegensatz zum tetrameren His6CGL2.  
Im Weiteren sollte im gleichen System die Konzentration an Propargylamin reduziert werden. 
Dafür wurde eine konstante Konzentration LacNAc-AzIII eingesetzt an variierender 
Konzentration Propargylamin. Die Detektion erfolgte entsprechend mit His6Gal1 (Abbildung 
76). 
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Abbildung 76: Immobilisierung von LacNAc-AzIII an variierender Konzentration von PA, 
detektiert durch His6Gal1 (StarPEG Oberflächen). Aufsteigende Konzentrationen 
zwischen 0 und 40 mM PA wurden im StarPEG Hydrogel verankert. Anschließend folgte 
die Klickreaktion mit einer konstanten Konzentration LacNAc-AzIII (1 mM). Die 
Funktionalität wurde mit humanem His6Gal1 nachgewiesen (zur Verfügung gestellt 
durch C. Rech, 1 mg/mL). 
Es zeigte sich, dass PA-Konzentrationen größer als 10 mM für das maximale Bindungssignal 
mit einer 10-fach geringeren Saccharidkonzentration benötigt wurden. Es wurde eigentlich 
erwartet, dass eine geringere Konzentration ausreichen würde. Um zu testen, ob die 
Reaktivität während des Polymerisierungsprozesses gegenüber Propargylamin durch den 
Einsatz eines alternativen Hydrogels effizienter ist, wurde unter gleichen Voraussetzungen 
Dow Voranol
TM
 4053 getestet. Dieses Hydrogel ist eine Mischung aus 4- und 8-armigen 
Polyether-Polyol Sternen, die durch T. Anders (DWI am ITMC der RWTH Aachen) 
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bearbeitet und mit verschiedenen PA Konzentrationen funktionalisiert wurde. Die 
Klickreaktion erfolgte analog zu Abbildung 74 und wurde mit His6Gal1 überprüft (Abbildung 
77). 
 
Abbildung 77: Immobilisierung von LacNAc-AzIII an variierender Konzentration von PA, 
detektiert durch His6Gal1 (Voranol Oberflächen). Aufsteigende Konzentrationen 
zwischen 0 und 40 mM PA wurden im Voranol Hydrogel verankert. Anschließend folgte 
die Klickreaktion mit einer konstanten Konzentration LacNAc-AzIII (1 mM). Die 
Funktionalität wurde mit humanem His6Gal1 nachgewiesen (zur Verfügung gestellt 
durch C. Rech, 1 mg/mL). 
Der Bindungsverlauf des His6Gal1 an LacNAc-AzIII verhält sich in StarPEG Hydrogelen wie 
auch in Voranol Hydrogelen sehr ähnlich, auch in diesem Fall konnte eine annähernde 
Sättigung bei PA Konzentrationen > 10 mM erreicht werden. Da keine Verbesserung mit 
diesem Hydrogel festgestellt werden konnte, wurde im Weiteren die Bearbeitung des StarPEG 
Hydrogels verfolgt. Die Detektion mit His6Gal1 erwies sich in beiden Studien als geeignete 
Methode, im Hydrogel immobilisierte LacNAc-AzIII Strukturen spezifisch nachzuweisen. 
Insgesamt war sowohl die Funktionalisierung der Hydrogele mit LacNAc-AzIII erfolgreich, 
als auch die Analyse mit den Lektinen His6CGL2 und His6Gal1.  
Der Einsatz des toxischen PA erübrigt sich im Weiteren durch das bereits beschriebene 
Kopplermolekül aus Kapitel 3.1.3, Abbildung 26. Dieser bifunktionelle Koppler besitzt zwei 
funktionelle Gruppen zur selektiven Immobilisierung. Einerseits kann seine tBoc-geschützte 
Aminofunktion an aminoreaktiven Mikrotiterplatten sowie auch mit den Isocyanatgruppen 
-10
10
30
50
70
90
110
130
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
c PA [mM] auf Voranol
re
la
ti
v
e
 O
D
 4
9
2
 n
m
 [
%
]
3 Ergebnisse und Diskussion 107 
des NCO-funktionalisierten Hydrogels reagieren. Andererseits kann eine Alkingruppe zur 
komplementären Reaktion mit den Azidzuckern eingesetzt werden. Die Aminofunktion wurde 
unter Säurehydrolyse entschützt und analog zu PA im Hydrogel verankert. Die Entwicklung 
des Kopplers, dessen Analyse und die Verifizierung der Molekülstruktur fand in einem 
Kooperationsprojekt statt (Promotionsarbeit von T. Anders, DWI am ITMC der RWTH 
Aachen). Der Koppler wurde nach seiner Entschützung während der Polymerisation der 
StarPEG Polymere an das Hydrogel aufgebracht. Anschließend wurde eine Klickreaktion mit 
LacNAc-AzIII und der freien Alkingruppe durchgeführt (Abbildung 78). 
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Abbildung 78: Protokoll zur Klickreaktion von LacNAc-AzIII an Kopplerstruktur (8) in StarPEG 
Hydrogelen. Der in Abbildung 26 vorgestellte Koppler wurde entschützt und an das 
StarPEG Hydrogel aufgebracht (durchgeführt durch T. Anders, DWI am ITMC der RWTH 
Aachen). Anschließend folgten die Klickreaktion mit LacNAc-AzIII und die funktionelle 
Analyse der resultierenden Saccharid-Koppler Module durch His6CGL2. 
Durch die Immobilisierung eines bifunktionellen Linkers und die Klickreaktion mit LacNAc-
AzIII entstanden Saccharid-Koppler Module, die für einen artifiziellen Nachbau einer 
natürlichen Saccharid-Präsentation dienen sollten. Dieser Arbeitsschritt war ein wichtiges Ziel 
dieser Arbeit. Entsprechend besaß die funktionelle Prüfung der immobilisierten LacNAc-
Modul-Strukturen eine große Bedeutung. Abbildung 79 zeigt die Bindungssignale von 
His6CGL2 mit Kopplerstruktur (8) und der daran geklickten LacNAc-AzIII Saccharide. 
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Abbildung 79: Bindungskurve des His6CGL2 an mittels Klickreaktion immobilisiertem 
LacNAc-AzIII (mit Koppler (8) funktionalisierte StarPEG Hydrogele). 40 mM Koppler 
wurden während des Polymerisationsprozesses im Hydrogel verankert. Anschließend 
fand mit aufsteigender Konzentration die Klickreaktion mit LacNAc-AzIII in der 
Mikrotiterplatte statt. Die Immobilisierung wurde mit 50 µg/mL His6CGL2 detektiert. 
Es war eine Korrelation zwischen der Lektinbindung und der LacNAc-AzIII Konzentrationen 
ersichtlich, wobei die Bindung mit zunehmender Zuckerkonzentration fast linear anstieg ohne 
eine Sättigung zu erreichen. Die mitgeführten Negativkontrollen zeigten nur geringe 
unspezifische Proteinadsorption, wodurch kleine Konzentrationen von < 0,5 mM detektiert 
werden konnten, jedoch zeigten insbesondere diese kleinen Konzentrationen starke 
Messschwankungen. Erkennbar sind diese Schwankungen im Bereich von 0,01 - 0,5 mM 
Zuckerkonzentration  
Würden auf StarPEG ausschließlich topografische Effekte für eine verminderte 
Lektinbindung verantwortlich sein, müsste der Zugang zur terminalen Galaktose für das 
His6CGL2 durch den Einsatz einer längeren und flexiblen Mokelülstruktur eigentlich 
verbessert werden. Da das Gegenteil eingetreten ist, muss noch ein anderer Grund für die 
schlechtere Bindung verantwortlich sein. Eine mögliche Erklärung könnte die Ausbeute der 
Klickreaktion sein, über deren Quantität in diesen Studien keine direkte Aussage getroffen 
werden kann. Eventuell könnte die Klickreaktion direkt an das Kopplermolekül in der mit 
Star-PEG funktionalisierten Mikrotiterplatte weniger wirkungsvoll ablaufen als an 
PA-StarPEG funktionalisierten Hydrogelen (vgl. Abbildung 76).  
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Abschließend lässt sich für die Untersuchungen mit LacNAc-AzIII festhalten, dass die 
modellhafte Immobilisierung insbesondere an aminoreaktiven Mikrotiterplatten gut 
funktionierte. Aber auch die Übertragung auf StarPEG Hydrogele konnte erfolgreich 
durchgeführt werden; in beiden Protokollen wurde PA als bifunktionelles Molekül eingesetzt. 
Anstelle des PA ließ sich der bifunktionelle Koppler (8) erfolgreich einsetzen; anschließend 
ließ sich mittels Lektinbindungstest die Klickreaktion von LacNAc-AzIII an den Koppler 
nachweisen. Jedoch ergaben sich an dieser Stelle Probleme, die zukünftig die Optimierung 
des Beschichtungsprotokolls der Mikrotiterplatten mit StarPEG erfordern. 
3.7.2 Immobilisierung von Poly-LacNAc-AzIII 
In der Literatur wurden verbesserte Bindungskonstanten für CGL2 und Gal1 für längerkettige 
Oligosaccharide als vergleichsweise mit LacNAc beschrieben (Sauerzapfe et al., 2009, 
Stowell et al., 2004). Poly-LacNAc Mischungen konnten bereits verbesserte 
Bindungsaffinitäten im Vergleich zu LacNAc bieten. In diesem Zusammenhang sollten die 
über Klickreaktion immobilisierten Poly-LacNAc-Azid Strukturen untersucht werden. Analog 
zu den entwickelten Protokollen aus Kapitel 3.7.1 wurden die Poly-LacNAc Derivate an einer 
Oberfläche kovalent verankert und mit einem Lektinbindungstest überprüft. Zunächst wurde 
PA als bifunktionelles Modell verwendet, später wurde es durch den Koppler (8) ersetzt. 
Oligosaccharide wurden bis zum Hexasaccharid-AzIII auf aminoreaktiven Platten oder auf 
StarPEG zur Immobilisierung eingesetzt. 
3.7.2.1 Klickreaktion in aminoreaktiven Mikrotiterplatten (Poly-LacNAc) 
Aminoreaktive Mikrotiterplatten wurden nach dem Protokoll in Abbildung 67 mit PA 
funktionalisiert und zur Klickreaktion mit Poly-LacNAc-AzIII Oligosacchariden eingesetzt. 
Dabei wurden Strukturen bis zum Hexasaccharid-AzIII an der Oberfläche verankert und mit 
dem Lektin His6CGL2 funktionell nachgewiesen (Abbildung 80).  
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Abbildung 80: His6CGL2 Bindung an mittels Klickreaktion immobilisierten Poly-LacNAc-AzIII 
Strukturen (aminoreaktive PA-funktionalisierte Oberflächen). (A) Eine konstante 
Konzentration von 1 mM pro Saccharid wurde an PA über eine Klickreaktion verankert. 
Es wurden Strukturen zwischen Di- und Hexasaccharid-AzIII (Di- (6), Tri- (11), Tetra-(12), 
Penta- (13) und Hexa-Saccharid (14)) eingesetzt. Die Negativkontrolle enthielt kein 
Saccharid. Die gebundenen Zucker wurden mit 50 µg/mL His6CGL2 geprüft. (B) Schema 
der immobilisierten Strukturen. 
Kontrollwerte lagen mit einer OD492nm von rund 0,05 relativ niedrig. Mit signifikantem 
Unterschied hoben sich die Zuckersignale davon ab. Da das His6CGL2 hauptsächlich 
terminale Galaktose bindet, wurden von Tri- und Pentasaccharid-AzIII eine schlechtere 
Bindungen erwartet als für die geradzahligen Di-, Tetra- und Hexasaccharide. Diese 
Erwartung wurde bestätigt. Das Hexasaccharid zeigte jedoch eine bessere Bindung als das 
Tetrasaccharid, was durch eine zusätzliche Bindung an interne LacNAc-Einheiten erklärt 
werden kann. Da auch die ungeradzahligen Tri- und Pentasaccharide ein Bindungssignal 
zeigten, konnte die Bindung des His6CGL2 an Saccharide mit internen LacNAc-Einheiten 
bestätigt werden. Dieses Phänomen zeigte sich bereits in den Studien mit Pentasaccharid-
amino (vgl. 3.6.2, Abbildung 65). Dort wurde jedoch ein kürzerer Linker angewendet; die in 
Abbildung 80 immobilisierten Poly-LacNAc-AzIII Moleküle hatten einen größeren Abstand 
zur Oberfläche. Das His6CGL2 benötigt jedoch einen Mindestabstand der gebundenen 
Strukturen zur Oberfläche („Consortium for functional glycomics“, M. Künzler an der 
ETH Zürich, http://www.functinalglycomics.org/glycomics/publicdata.jsp), weshalb die 
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Länge des Linkers einen Einfluss auf die Bindung hat. Entsprechend wurden Di- und 
Tetrasaccharid-AzIII durch das His6CGL2 aufgrund der längeren Linkerstruktur gebunden, im 
Gegensatz zu Di- und Tetrasaccharid-amino. 
Insgesamt ließ sich über die Lektinbindung des His6CGL2 zeigen, dass Poly-LacNAc-AzIII 
erfolgreich an aminoreaktive Mikrotiterplatten geklickt werden konnte. Ab dem Disaccharid 
LacNAc-AzIII wurde eine Bindung des Lektins nachgewiesen, die beste Bindung zeigte 
His6CGL2 dabei mit dem Hexasaccharid-AzIII. Im Weiteren wurde das System auf StarPEG 
übertragen. 
3.7.2.2 Klickreaktion in StarPEG funktionalisierten Mikrotiterplatten (Poly-LacNAc) 
Ein wichtiger Schritt für diese Arbeit lag darin, StarPEG Hydrogele mit Poly-LacNAc zu 
funktionalisieren. Nach dem Protokoll in Abbildung 74 wurden Poly-LacNAc-AzIII 
Oligosaccharide an PA-funktionalisierten Hydrogelen in der Mikrotiterplatte verankert. 
Abbildung 81 zeigt die Bindungsstudie von Di- bis Hexasaccharid-AzIII mit His6CGL2. 
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Abbildung 81: His6CGL2 Bindung an mittels Klickreaktion immobilisierten Poly-LacNAc-AzIII 
Strukturen (StarPEG PA-funktionalisierte Oberflächen). (A) Eine konstante 
Konzentration von 1 mM pro Saccharid wurde an PA-Hydrogelen über eine Klickreaktion 
verankert. Es wurden Strukturen zwischen Di- und Hexasaccharid-AzIII (Di- (6), Tri- (11), 
Tetra- (12), Penta- (13) und Hexa-Saccharid (14)) eingesetzt. Die Negativkontrolle 
enthielt kein Saccharid. Die gebundenen Zucker wurden mit 50 µg/mL His6CGL2 geprüft. 
(B) Schema der immobilisierten Strukturen. 
Die Bindung aller Saccharide konnte gezeigt werden. Jedoch war mit ansteigender 
Kettenlänge kein ansteigendes Bindungssignal festzustellen. Die Signale aller Saccharide 
schwankten reproduzierbar um eine OD492nm von ungefähr 0,15. Auch die Struktur 
Hexasaccharid-AzIII -auf der aminoreaktiven Platte beste Bindungsstruktur für das 
His6CGL2- zeigte im Hydrogel keine höhere Absorption (vgl. Abbildung 80). Als Erklärung 
wurden die bereits genannten Unebenheiten im StarPEG Hydrogel heran gezogen (vgl. 
Abbildung 73). In einer abschließenden Studie sollte überprüft werden, ob längere 
Molekülstrukturen diese Unebenheiten ausgleichen können. Dafür wurden die Poly-LacNAc-
AzIII Saccharide an den im Hydrogel verankerten bifunktionellen Koppler geklickt. Die 
resultierenden Oligosaccharid-Koppler Module wurden anschließend mit His6CGL2 überprüft 
(Abbildung 82). 
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Abbildung 82: His6CGL2 Bindung an mittels Klickreaktion immobilisierten Poly-LacNAc-AzIII 
Strukturen (StarPEG Koppler [8]-funktionalisierte Oberflächen). (A) Eine konstante 
Konzentration von 1 mM pro Saccharid wurde an Koppler (8)-Hydrogelen über eine 
Klickreaktion verankert. Es wurden Strukturen zwischen Di- und Hexasaccharid-AzIII 
(Di- (6), Tri- (11), Tetra- (12), Penta- (13) und Hexa-Saccharid (14)) eingesetzt. Die 
Negativkontrolle enthielt kein Saccharid. Die gebundenen Zucker wurden mit 50 µg/mL 
His6CGL2 geprüft. (B) Schema der immobilisierten Strukturen. 
Mit einer längeren Linkerstruktur und zunehmender Anzahl Saccharide wurde eine steigende 
Absorption erwartet. Die Bindungssignale aller Zucker lagen deutlich über der 
Negativkontrolle. Eine Bindung des His6CGL2 konnte somit nachgewiesen werden, jedoch 
reichten die gemessenen Werte aller Saccharide nicht über eine OD492 nm von 0,15 hinaus. Im 
Mittel lagen die Werte sogar etwas niedriger als in Abbildung 81. Es können demnach nicht 
ausschließlich topografische Effekte für die schlechte Bindung verantwortlich sein. Um 
topografische Effekte auszugleichen, muss zukünftig das Beschichtungsprotokoll für 
Mikrotiterplatten verbessert werden. Arbeiten mit StarPEG, das durch Spincoating auf einen 
Untergrund aufgebracht wurde, zeigten eine ebene Hydrogelfläche mit einer definierten 
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Schichtdicke von 30 nm (Reska et al., 2008). Da kein Verfahren zur „Glättung“ der 
Oberfläche in dieser Arbeit unternommen wurde, kann es während des 
Polymerisierungsprozesses zu Akkumulationen von Stern-Polymeren gekommen sein; 
Randeffekte würden zusätzlich zu Unebenheiten beitragen. Als weitere Ursache für die 
erzielten Ergebnisse kann vermutet werden, dass die flexiblen Strukturen verschiedene 
Positionen im Raum einnehmen und eventuell die Zugänglichkeit zum His6CGL2 erschweren. 
Dennoch konnten die Oligosaccharid-Koppler Module eine moderate Bindung an His6CGL2 
zeigen. Für zukünftige Untersuchungen könnte eine Optimierung der Hydrogelschicht auch 
verbesserte Bindungsaffinitäten des His6CGL2 an die Saccharide liefern. 
3.7.3 Bewertung der Immobilisierung von Azidzuckern 
Generell kann festgehalten werden, dass die Klickreaktion mit Azid-Oligosacchariden an 
funktionellen Oberflächen erfolgreich etabliert wurde. Insbesondere konnte 
Poly-LacNAc-AzIII erfolgreich an aminoreaktive Mikrotiterplatten geklickt und 
nachgewiesen werden (Adamiak et al., 2012). Eine anschließende Übertragung auf Hydrogele 
lief ebenfalls erfolgreich, doch muss das Verfahren für die Hydrogelbeschichtung verbessert 
werden. Erstmals wurden Poly-LacNAc-Koppler Module direkt in der Mikrotiterplatte durch 
Klickreaktion hergestellt und verankert. Deren funktioneller Nachweis gelang zwar nur 
bedingt, dennoch bietet dieser bifunktionelle Koppler vielfältige Möglichkeiten mit dem hier 
vorgestellten Verfahren: anstelle der -AzIII Saccharide können wahlweise -AzII und -AzI 
Strukturen, sowie auch andere Moleküle mit Azid-Funktionalisierung eingesetzt werden.  
Bei der durchgeführten Klickreaktion bleibt unklar, ob durch dieses Protokoll ausschließlich 
1,4 disubstituierte Triazole entstanden. Die Literatur beschreibt, dass gewisse Anteile an 
Regioisomeren durch unvollständige Katalyse entstehen können (Bock et al., 2006). Auch die 
Ausbeute der geklickten Saccharide ist unklar. Darüber könnte eine quantitative Analyse der 
vorgestellten Klickreaktion Auskunft geben. Dies wäre beispielsweise möglich durch den 
Einsatz einer fluorophoren Substanz anstelle der Azidzucker, welche bei erfolgreicher 
Klickreaktion über ein UV Signal quantifizierbar wäre (Sivakumar et al., 2004).  
In dieser Arbeit wurde die Klickreaktion ausschließlich mit dem Kupfer-Katalysator 
durchgeführt, um alle Studien vergleichbar zu halten. Jedoch bleibt zukünftig für das 
etablierte Protokoll zu bedenken, dass es sich bei Cu(I) um eine cytotoxische Substanz 
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handelt. Insbesondere im Hinblick auf biomedizinische Anwendungen muss der Einsatz von 
Cu(I) kritisch betrachtet werden. Es entsteht durch eine Reduktion durch Natriumascorbat, 
wird jedoch durch Reaktion mit Luftsauerstoff konstant zu Cu(II) oxidiert. Ursprünglich 
stellte die Cu(I)-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition die einzige Klick-Reaktion dar. In den 
letzten Jahren rückten jedoch auch metallfreie [3+2]-Cycloadditionen in den Vordergrund, 
weil sie unter einfachen Synthesevorschriften zu hohen Ausbeuten führten. Außerdem sind 
metallfreie Reaktionen physiologisch verträglich. Aufgrund dieser Bedenklichkeiten werden 
viele kupferfreie Klickreaktionen eingesetzt, insbesondere für in vivo Applikationen. Die 
unkatalysierte in vivo Applikation einer Azid-Alkin Klickreakion konnte bereits eindrucksvoll 
in Mäusen gezeigt werden (Chang et al., 2010). Da Cu(I) kann nur schwer rückstandsfrei aus 
dem Hydrogel entfernt werden kann, wäre eine kupferfreie Klickreaktion für weitere 
Untersuchungen eine denkbare Alternative. 
Entsprechend bieten die vorgestellten Methoden und Ergebnisse wertvolle Beiträge für 
vielfältige Anwendungen. Die erfolgreiche Klick-Immobilisierung von wichtigen zellulären 
Poly-LacNAc Strukturen an Biomaterialoberflächen kann zukünftig auf dieser Basis mit 
weiteren modularen Systemen fortgeführt werden.  
3.7.4 Immobilisierung des Saccharid-Koppler Moduls 
Hinsichtlich der Bearbeitung von Kombinationen aus Sacchariden und Kopplermolekülen 
diente die Struktur (18) (Abbildung 44) als Saccharid-Koppler Modul, welche aus 
GlcNAc-AzI (1) und Koppler (8)  durch das Kooperationsprojekt mit dem DWI der RWTH 
Aachen hergestellt wurde. Das GlcNAc-Koppler Modul wurde zunächst an aminoreaktiven 
Mikrotiterplatten -und anschließend an StarPEG Hydrogelen immobilisiert. Für die 
funktionelle Analyse der immobilisierten GlcNAc-Struktur wurde das kommerziell erhältliche 
Lektin II aus Griffonia simplicifolia (GSII) eingesetzt, das spezifisch an GlcNAc-Einheiten 
bindet. 
3.7.4.1 GlcNAc-Koppler Modul in aminoreaktiver Mikrotiterplatte 
Das GlcNAc-Koppler Modul (18) besitzt im entschützten Zustand eine freie Aminogruppe, 
um an eine Oberfläche kovalent gebunden werden zu können. Das Modul wurde in einem 
ersten Schritt an aminoreaktiven Mikrotiterplatten immobilisiert und anschließend mit dem 
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GlcNAc spezifischen Lektin GSII analysiert. Dieses Lektin ist biotinyliert, so dass es mit 
einer Streptavidin-Peroxidase fotometrischen nachgewiesen werden konnte (Abbildung 83). 
OH O
O
O
NH
HN
O
OH
OH
AcHN
OH
N
NN
OH O
O
O
NH2
HN
O
OH
OH
AcHN
OH
N
NN
0-10 mM Modul (18)
 
Abbildung 83: Immobilisierung des Saccharid-Koppler Moduls (18) an aminoreaktiven 
Mikrotiterplatten. Das in Kapitel 3.2 (Abbildung 44) vorgestellte GlcNAc-Koppler Molekül 
mit freier Aminogruppe wurde an aminoreaktiven Mikrotiterplatten immobilisiert. Die 
GlcNAc-Einheit wurde mit dem GlcNAc spezifischen Lektin GSII analysiert. 
Die Immobilisierung und der funktionelle Nachweis des Moduls erwiesen sich als äußerst 
erfolgreich. Mit diesem System konnten reproduzierbar niedrige Kontrollwerte erzielt werden. 
Das korrelierende Bindungssignal des Lektins GSII mit zunehmender Konzentration an 
GlcNAc-Koppler ist in Abbildung 84 gezeigt. 
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Abbildung 84: Bindungskurve des GSII mit an aminoreaktiven Mikrotiterplatten 
immobilisiertem GlcNAc-Koppler. Konzentrationen zwischen 0 und 10 mM der Struktur 
GlcNAc-Koppler wurden über die freie Aminogruppe an aminoreaktiven Oberflächen 
verankert. Der Nachweis erfolgte mit 10 µg/mL Biotin-markiertem GSII Lektin. 
Mit einer unteren Nachweisgrenze von 0,01 mM konnte eine Bindungskurve des GSII mit 
GlcNAc-Koppler gezeigt werden. Ein maximales Bindungssignal war bei der Konzentration 
10 mM GlcNAc-Koppler annähernd, aber nicht vollständig erreicht. Die halbmaximale 
Belegung der Platte lag bei 1,7 mM GlcNAc-Koppler. Daran anknüpfend wurde das Protokoll 
zur Immobilisierung von GlcNAc-Koppler in StarPEG Hydrogele weiter entwickelt und 
angewendet. 
3.7.4.2 GlcNAc-Koppler Modul in StarPEG funktionalisierter Mikrotiterplatte 
Mit der Struktur GlcNAc-Koppler wurde das innovative Konzept eines flexibel 
kombinierbaren Saccharid-Koppler Modulsystems erstmalig in Hydrogelen angewendet. Als 
abschließender Schritt der vorliegenden Arbeit sollte GlcNAc-Koppler modellhaft für eine 
modularisierte Funktionalisierung von StarPEG Hydrogelen immobilisiert und analysiert 
werden (Abbildung 85). 
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Abbildung 85: Immobilisierung des Saccharid-Koppler Moduls (18) an StarPEG 
funktionalisierten Mikrotiterplatten. Das GlcNAc-Koppler Molekül mit freier 
Aminogruppe wurde an StarPEG funktionalisierten Mikrotiterplatten immobilisiert 
(durchgeführt von T. Anders, DWI am ITMC der RWTH Aachen). Die GlcNAc-Einheit 
wurde anschließend mit dem GlcNAc spezifischen Lektin GSII analysiert. 
Vergleichbar mit den auf aminoreaktiven Mikrotiterplatten gewonnenen Ergebnissen 
(Abbildung 84) lag die Bindungskurve des GSII Lektins in StarPEG funktionalisierten Platten 
bei zunehmender GlcNAc-Koppler Konzentration (Abbildung 86). 
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Abbildung 86: Bindungskurve des GSII mit an StarPEG funktionalisierten Mikrotiterplatten 
immobilisiertem GlcNAc-Koppler. Konzentrationen zwischen 0 und 20 mM der Struktur 
GlcNAc-Koppler wurden über die freie Aminogruppe an StarPEG Hydrogelen verankert. 
Der Nachweis erfolgte mit 10 µg/mL Biotin-markiertem GSII Lektin. 
Mit einer unteren Nachweisgrenze von 0,075 mM konnte eine ausreichend sensible Detektion 
erfolgen. Die mit der Konzentration des GlcNAc-Koppler Moduls korrelierende Bindung des 
GSII Lektins ergab bei 1,5 mM ein halbmaximales Bindungssignal. Eine annähernde 
Sättigung wurde mit 20 mM erreicht. Abschließend kann die Immobilisierung des Saccharid-
Koppler Moduls auf beiden Oberflächen, an aminoreaktiven Mikrotiterplatten sowie im 
Hydrogel, als erfolgreich gewertet werden.  
Dabei spielt es eine Rolle, ob zuerst der Koppler an die Oberfläche gebunden wird und 
nachfolgend die Klickreaktion stattfindet, oder das komplette Modul immobilisiert wird. Dies 
wird deutlich, vergleicht man die Ergebnisse aus Abbildung 79 und damit die erste Strategie 
mit den Ergebnissen in Abbildung 86. Beim Vergleich muss jedoch bedacht werden, dass es 
sich bei diesem gemeinsamen Einsatz des Kopplers um unterschiedliche Epitope und Lektine 
handelt. Die erste Strategie lieferte höhere Schwankungen, die direkte Immobilisierung des 
gesamten Moduls konnte stabiler durchgeführt werden. Dies könnte unter anderem durch eine 
nicht quantitativ erfolgte Klickreaktion in der Platte  während der ersten Strategie begründet 
sein. Dieses Risiko entfällt bei der Immobilisierung des GlcNAc-Koppler Moduls, da es erst 
nach erfolgter Klickreaktion und Produktisolierung quantitativ verankert wurde. Die 
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zukünftige Immobilisierungsstrategie sollte sich entsprechend an der Variante der 
Immobilisierung des kompletten Moduls orientieren. 
3.7.5 Bewertung der Immobilisierung von GlcNAc-Koppler 
Der Einsatz eines bifunktionellen Kopplers zur Immobilisierung von GlcNAc-AzI zeigte sich 
als möglich und konnte funktionell nachgewiesen werden. Die Immobilisierung dieses 
GlcNAc-Koppler Moduls und dessen funktionellen Prüfung an beiden eingesetzten 
Oberflächen -auf aminoreaktiven Mikrotiterplatten sowie auf StarPEG funktionalisierten 
Mikrotiterplatten- lief erfolgreich. An beiden Oberflächen wurde die biologische 
Funktionalität mit Lektinbindungsstudien belegt (Anders et al., 2011). 
Damit wurde ein entscheidender Schritt für das Ziel dieser Arbeit geleistet, insbesondere mit 
der Immobilisierung des Moduls auf StarPEG Hydrogelen. Das modularisierte System 
bekommt mit diesen Ergebnissen eine solide Basis für zukünftige Studien. Weitere 
Untersuchungen mit (Poly-)LacNAc-Azid Derivaten müssen sich hier anschließen. Analog 
dazu müsste auch für die Poly-LacNAc-amino Derivate ein komplementär funtkionalisierter 
Koppler verwendet werden, um auch mit diesen Strukturen einen modularisierten Aufbau zu 
ermöglichen. Eine multivalente Präsentation kann schon durch die einfache Maßnahme 
bearbeitet werden, diese beiden Module auf einer Oberfläche zu kombinieren.  
 
3.8 Bewertung der Immobilisierungen und Ausblick 
Es sollten Strategien für ein variables Immobilisierungssystem bezüglich einer multivalenten 
Präsentation von Oligosacchariden entwickelt werden. Insgesamt konnte die Verankerung von 
Poly-LacNAc-Azid Derivaten auf kommerziellen Mikrotiterplatten und auf Hydrogelen über 
Kopplermoleküle erfolgreich durchgeführt und charakterisiert werden. Unterschiedliche 
Kettenlängen sowie verschiedene Kopplermoleküle wurden untersucht und können zukünftig 
eingesetzt werden. Zudem wurden auch Amino-funktionalisierte Poly-LacNAc Saccharide 
immobilisiert und funktionell nachgewiesen. Ein speziell angefertigtes bifunktionelles 
Kopplermolekül konnte dabei besonders erfolgreich als Modell für einen modularisierten 
Aufbau dienen; auf kommerziellen sowie auf Hydrogeloberflächen. Zur funktionellen 
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Analyse wurden neben kommerziell erhältlichen Lektinen auch spezielle Lektine eingesetzt, 
wie beispielsweise das humane Galektin1.  
Damit konnten mehrere Protokolle etabliert werden, die zur funktionellen und variablen 
Untersuchung von immobilisierten Oligosacchariden einsetzbar sind. Multivalenz könnte 
damit erzeugt werden, die Methoden der Azid-Saccharide mit denen der Amino-Saccharide 
zu kombinieren. Aber auch durch Anwendung eines trifunktionellen Kopplers könnte eine 
multivalente Präsentation erzielt werden. Die Entwicklung eines solchen Kopplers für die 
selektive Immobilisierung mehrerer Oligosaccharid-Ketten wird derzeit in dem 
Kooperationsprojekt in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. M. Möller, DWI am ITMC der RWTH 
Aachen, bearbeitet. Eine mögliche Kombination aus beiden Projekten könnte realisiert 
werden wie in Abbildung 87 dargestellt. 
 
Abbildung 87: Mögliche multivalente Präsentation von Oligosacchariden durch ein 
trifunktionelles Kopplermolekül. Durch Klickreaktion könnte die Propargylfunktion des 
Kopplers mit der Struktur (Poly-)LacNAc-AzIII verknüpft werden (grün). Die Aminogruppe 
von (Poly-)LacNAc-amino könnte über die Imidazolfunktion gebunden werden (gelb). Als 
Verankerung könnte eine Aminofunktion zur Reaktion mit Isocyanatgruppen der NCO-
funktionalisierten StarPEGs genutzt werden (blau). Alle Reaktionen hierbei sind 
orthogonal kontrollierbar. Ein entsprechender Koppler wird derzeit am DWI am ITMC der 
RWTH Aachen entwickelt. 
Die Analyse solcher Oberflächen kann basierend auf den hier gezeigten Ergebnissen erfolgen. 
Die durchgeführten Lektinbindungsstudien erwiesen sich größtenteils als ausreichend sensible 
Detektionssysteme für die immobilisierten Saccharidstrukturen. Weiterführend könnte eine 
optimierte Methode zur Beschichtung der Mikrotiterplatten mit Hydrogelen bessere 
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Bindungsergebnisse bezüglich der Poly-LacNAc Einbindung in Hydrogele liefern. Damit  
wären zukünftig nicht nur Lektinbindungen, sondern möglicherweise auch 
Zellkulturexperimente denkbar.  
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4 Zusammenfassung   
Das Ziel dieser Arbeit war der modularisierte Aufbau einer multivalenten Glykanpräsentation 
auf Biomaterialoberflächen. Über multifunktionelle Kopplermoleküle sollten zielgerichtet 
Oligosaccharide verankert und charakterisiert werden.  
Für dieses Ziel griffen verschiedene Arbeiten ineinander. Zunächst wurden LacNAc-Derivate 
synthetisiert, die am reduzierenden Ende eine Funktionalisierung trugen. Für diesen 
Syntheseschritt wurden unterschiedliche GlcNAc-Moleküle mit der His6-Propeptid-β4GalT1 
charakterisiert, welche sich besonders affin für hydrophobe Funktionalisierungen zeigte. 
Hinsichtlich der durchgeführten LacNAc Synthesen bedeutete dies eine optimale Eigenschaft. 
LacNAc-Derivate mit Azid-, Amino- und Propargyl-Funktionalisierung konnten erfolgreich 
im präparativen Maßstab synthetisiert, isoliert und verifiziert werden. Einzig das kombinierte 
Molekül aus Saccharid und einem bifunktionellen Koppler wies unzureichende kinetische 
Parameter auf, um für eine effiziente LacNAc Synthese in Frage zu kommen. Insgesamt 
konnte mit den Substraten GlcNAc-(CH2)6-Azid und GlcNAc-amino-tBoc je ca. 300 mg 
(0,6 mmol) LacNAc-Derivat synthetisiert werden, zusätzlich eigneten sich beide Substrate für 
die Herstellung neuartiger LacDiNAc-Strukturen über die Katalyse mit einer mutanten Form 
der β4GalT (Y284L).  
Poly-LacNAc-Derivate wurden unter Einsatz von bis zu drei verschiedenen Enzymen mit 
GlcNAc-(CH2)6-Azid und GlcNAc-amino-tBoc über zwei Verfahren hergestellt: über den gut 
kalkulierbaren -aber aufwendigen- sukzessiven Syntheseprozess, oder über das 
ökonomischere Ein-Topf Syntheseverfahren. Dabei wurden im präparativen Maßstab 
Ausbeuten von > 90 % erzielt. So konnte erstmalig die chemo-enzymatische Synthese von 
Azid- und Amino-funktionalisierten Poly-LacNAc Strukturen mit bis zu 10 Saccharid-
Einheiten im präparativen Maßstab gezeigt werden. Insgesamt wurden im Rahmen dieser 
Arbeit bis zu 50 mg (50 µmol) pro Oligosaccharid für weitere Untersuchungen hergestellt. 
Im nächsten Schritt wurden verschiedene Methoden zur Immobilisierung der Poly-LacNAc 
Oligosaccharide in Mikrotiterplatten etabliert. So wurde ein acetylenfunktionalisierter 
Koppler, der zusätzlich eine geschützte Aminofunktion trug, mittels Klickreaktion an 
azidfunktionalisierte Oligosaccharide gekoppelt und an aminoreaktiven Oberflächen 
immobilisiert. Alternativ wurde zuerst Propargylamin immobilisiert und anschließend die 
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Azidsaccharide daran geklickt. Für dieses System kamen kommerziell erhältliche 
Mikrotiterplatten und erstmals NCO-sP(EO-stat-PO)-Hydrogelschichten in der 
Mikrotiterplatte (Kooperation mit Dr. J. Groll, DWI am ITMC der RWTH Aachen) zum 
Einsatz. Zur funktionellen Analyse wurde entweder das Modell-Galektin His6CGL2, das 
humane Galektin His6Gal1, oder weiterhin kommerzielle Gal- oder GlcNAc-spezifische 
Lektine eingesetzt. Es zeigten sich qualitative Unterschiede zwischen den verschiedenen 
Oberflächen. Die Hydrogel-beschichteten und Saccharid-funktionalisierten Oberflächen 
lieferten überzeugende Ergebnisse im Vergleich zu den kommerziellen Referenzoberflächen. 
Weiterführend müssen die Beschichtungsprotokolle der Hydrogele  jedoch verbessert werden. 
Das entwickelte Baukastensystem mit hoher Variabilität bietet einen neuartigen Ansatz, um 
gezielt Poly-LacNAc Strukturen zu immobilisieren. Auf dieser Arbeit basierend können 
multivalente Oberflächen durch Kombination der verschiedenen vorgestellten Methoden 
bearbeitet werden. Mit solchen multivalent funktionalisierten Hydrogelen würde man 
interaktive Biomaterialoberflächen erhalten, die spezifisch und molekular verstärkt Galektine 
sowie EZM Glykoproteine binden können. Damit könnte es beispielsweise möglich sein, die 
Adhäsion eines bestimmten Zelltyps an die Biomaterialoberfläche zu erzielen. 
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5 Summary 
Aim of this work was to modularize the setup of a multivalent glycan presentation on 
biomaterial surfaces. Oligosaccharides should be anchored onto artificial surfaces via 
multifunctional coupling molecules with their subsequent characterisation. 
Different workpackages were combined to reach this goal. First, the LacNAc derivatives were 
synthesized, which had a functionalization at their reducing end. The synthesis step was 
performed and characterized with His6-propeptide-β4GalT1, which proved to be particularly 
affine for hydrophobic functionalizations. LacNAc derivatives with azide-, amino-, and 
propargyl-functionalization were successfully synthezised in preparative scale, were isolated 
and their molecular structure was proven. An exception was the joint molecule of one azide 
saccharide and the bifunctional coupler. The LacNAc synthesis of this derivative did not show 
efficient kinetic velocities. Overall 300 mg (0,6 mmol) were synthezised of both, the 
LacNAc-(CH2)6-azide and the LacNAc-amino-tBoc derivatives. Furthermore, their 
corresponding GlcNAc substrates could be used for the synthesis of new LacDiNAc 
structures via catalysis with the mutant enzyme β4GalT Y284L. 
Poly-LacNAc derivatives of GlcNAc-(CH2)6-azide and GlcNAc-amino-tBoc were synthezised 
with the combined use of up to three different enzymes and via two different synthesis 
strategies: Firstly, via the successive synthesis route, which is time consuming but has the 
advantage to be well organizable. Secondly, via the economic one-pot synthesis route. With 
this, yields of more than 90 % could be reached in a preparative scale. Via this chemo-
enzymatic preparative strategy the oligosaccharide derivatives poly-LacNAc-azide 
and -amino were achieved for the first time with up to 10 saccharide units. Of every 
oligosaccharide chain length were synthezised up to 50 mg (50 µmol) and prepared for further 
investigations. 
During the next step a variety of coupling methods was established to immobilize the poly-
LacNAc oligosaccharides in microtiterplates. An acetylene equipped bifunctional coupler 
with a protected amino functional group was joined via click chemistry with azide bearing 
oligosaccharides and subsequently immobilized on aminoreactive surfaces. Alternatively it 
was possible to immobilize propargylamine at the surface and click it with the azide 
oligosaccharides. This system was established with commercially available microtiterplates 
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and as well for the first time with NCO-sP(EO-stat-PO)-hydrogel layers (cooperation with Dr. 
J. Groll, DWI at ITMC of RWTH Aachen). The functional proof was given by the binding of 
either the model galectin His6CGL2, the human galectin His6Gal1, or of commercially 
available Gal- or GlcNAc-specific lectins. Qualitative differences of lectin binding could be 
detected between the different artificial surfaces. Surfaces equipped with hydrogel layers 
showed superior results compared to the standard reference surfaces. Further studies are 
necessary to optimize the coating procedure of the hydrogel layers. 
This building block system with its high variety is a new strategy to immobilize poly-LacNAc 
structures in a defined way. This system will be the basis for the establishment of multivalent 
oligosaccharide presentation via combination of different methods with the corresponding 
building blocks. In the future, biomaterial surfaces from multivalently functionalized 
hydrogels could interact specifically with galectins and further ECM glycoproteins. This will 
enable the adhesion of distinct cell types to biomaterial surfaces. 
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6 Material und Methoden 
6.1 Analytik 
6.1.1 Biochemische Analytik 
6.1.1.1 Proteingehaltsbestimmung 
Für die Gehaltsbestimmung wurde der Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 (CBBG) in 
der Methode nach Bradford genutzt. Dieser Farbstoff reagiert mit unpolaren basischen 
Seitenketten von Proteinen, wobei die ungebundene Form des Farbstoffes (protonierte 
braunrote kationische From) ein Absorptionsmaximum bei 470 nm aufweist, welches sich 
durch die Komplexbildung mit Proteinen auf 595 nm (unprotonierte blaue anionische Form) 
verschiebt. Die Veränderung der Absoption wird fotometrisch gemessen und durch Vergleich 
mit einer Eichgeraden mit Rinderserum-Albumin quantifiziert. Für die Messung wurde 
Roti
®
-Quant 5x Konzentrat verwendet und nach Herstellerangaben angewendet. Die Messung 
erfolgte im Mikrotiterplattenfototmeter bei RT. 
6.1.1.2 SDS-PAGE und Western Blot 
Die SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) erfolgte nach 
Lämmli. Die Gele hierfür wurden hergestellt, indem zuerst ein 10%iges Trenngel (Tabelle 5) 
und anschließend ein 4%iges Sammelgel gegossen wurde. 
Tabelle 5: Zusammensetzung von 10%igen SDS-Trenngelen (3 St.) nach Lämmli 
Substanz Volumen [mL] 
30% Acylamidlösung 8,3 
1 M Tris-HCl, pH 8,8 9,4 
10% SDS-Lösung 0,25 
H2O bidest. 6,5 
TEMED 0,005 
Ammoniumpersulfat (APS), 5% (w/v) 0,625 
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Bis auf den Radikalstarter APS und den Katalysator TEMED wurden alle Chemikalien 
zusammen pipettiert und gemischt. Nach der Zugabe der beiden letzten Substanzen wurde die 
Lösung in vorgefertigte Gelkassetten von Invitrogen eingefüllt bis zu einer Höhe von 2 cm 
unter den Rand. Die Trennlösung wurde anschließend mit H2O bidest. überschichtet. Die 
Polymerisation war nach ca. 1 h abgeschlossen. Für die Fertigstellung des Lämmli-Gels 
wurde das Wasser abgegossen, die Sammelgellösung (Tabelle 6) auf das Trenngel gegeben 
und ein Probenkamm eingesetzt: 
Tabelle 6: Zusammensetzung von 4%igen SDS-Sammelgelen (3 St.) nach Lämmli 
Substanz Volumen [mL] 
30% Acylamidlösung 1,7 
375 mM Tris-HCl, pH 6,8 4,2 
10% SDS-Lösung 0,125 
H2O bidest. 4,9 
TEMED 0,005 
Ammoniumpersulfat (APS), 5% (w/v) 1,0 
 
Nach 1 h war auch das Sammelgel fertig polymerisiert. Die Gele wurden entweder sofort 
verwendet oder eingeschweißt und bei 4 °C gelagert. Vor der Benutzung wurde der Kamm 
entfernt und die Geltaschen gewaschen.  
Die Probenvorbereitung erfolgte mit einer Mischung aus 40 µg Proteingehalt, 4x NuPAGE
®
-
SDS-Probenpuffer und 50 mM DTT in 40 µL Probenansatz. Die Proben liefen zusammen mit 
dem geeigneten Größenstandard PageRuler
®
 Prestained Protein Leiter von Fermentas
®
. Die 
Elektrophorese wurde unter Spannung von 200 V für 60 min bei RT in SDS-Laufpuffer 
(25 mM Tris, 129 mM Glycin, 0,1% SDS) durchgeführt. Die Anschließende Detektion der 
Proteine erfolgte in Coomassie-Färbelösung (0,25 g Coomassie Blue R-250, 100 mL Ethanol, 
25 mL konz. Essingsäure, 125 mL MilliQ). Die Entfärbung konnte entweder über Nacht in 
0,5 M NaCl ablaufen oder in Entfärbelösung (40 mL Ethanol, 10 mL konz. Essigsäure, 50 mL 
MilliQ). 
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Die Analyse der His6-markierten Proteine geschah mittels eines Western Immuno-Blots, der 
die spezifische Detektion von über einen Anti-His6 Antikörper ermöglichte. Der Blot auf 
PVDF-Membranen wurde nach dem Protokoll von NuPAGE
®
 Western Transfer ausgeführt 
unter Verwendung des XCell Systems (XCell II
TM
 Blot Module, Invitrogen
®
). Für 60 min 
wurde eine Spannung von 30 V angelegt. Direkt anschließend inkubierte die Blotmembran für 
1 h in Blockinglösung (3 % BSA in TBS-Puffer: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5), um 
unspezifische Bindestellen für den Antikörper zu blockieren. Die Hybridisierung mit 
Peroxidase gekoppelten Anti-His6-Antikörpern (Roche
®
) erfolgte über 1 h in 
Antikörperlösung (0,2 % Anti-His6-Peroxidase in TBS-Puffer mit 1 % BSA). Nicht 
gebundene Antikörper wurden durch dreimaliges Waschen mit TBS mit 0,1 % Tween 
entfernt. Für die Entwicklung des Blots wurde die Blotmembran mit DAB-Lösung 
(Diaminobenzidin-Substrat 1:10 in Peroxidasepuffer, Roche
®
) überschichtet bis eine 
bräunliche Färbung der His6-haltigen Proteinbanden erkennbar war. DAB dient dabei als 
Substrat der Meerrettichperoxidase und bildet durch Oxidation ein braunes, in wässrigen oder 
organischen Lösungsmitteln unlösliches Präzipitat. Die Reaktion wurde durch Entfernung des 
DAB und Zugabe von MilliQ abgestoppt. 
6.2 Expression und Aufreinigung von rekombinanten Proteinen 
Für alle Enzyme wurde eine Vorkultur aus 20 mL LB-Medium, 20 µL Ampicillin 
(Stocklösung 100 mg/mL) und 20 µL einer Cryodauerkultur E. coli BL21(DE3) wurde in 
einem 100-mL-EMK wurde über Nacht bei 37 °C und 130 Upm angezogen. Die 1 L TB 
Medium Hauptkultur wurde mit 10 mL Vorkultur angeimpft unter Zugabe von 500 µL 
Ampicillin (Stocklösung 100 mg/mL). Die Hauptkultur wuchs bei 25 °C und 75 Upm im 5 L 
Kolben und wurde bei einer erreichten Absorption OD600 > 0,4 mit 100 µL 1 M IPTG 
(0,1 mM) induziert. Die Ernte erfolgte 24 h später durch Zentrifugation bei 4 °C und 5000 
Upm. Das Zellpellet wurde bei -20 °C gelagert oder direkt zur Aufreinigung verwendet. 
Der Aufschluss der E. coli Zellen erfolgte auf Eis mittels Ultraschall über 4 x 20 sec mit je 
60 sec Pause. Die 10 mL 10 %ige Zellsuspension in Lysispuffer enthielt zusätzlich 5 µL 
Benzonase Nuklease. Die Suspension wurde anschließend für 30 min bei 13000 Upm und 
4 °C zentrifugiert. Restliche Trübungen wurden mit einem 0,22 µm-Filter abfiltriert und das 
Filtrat (Rohextrakt) zur Chromatographie verwendet. Unterschiedliche Verfahren kamen 
dabei zum Einsatz, deren Ablauf aber stets gleich blieb: Zur Äquilibrierung wurde das 
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entsprechende Säulenmaterial mit dem 5-fachen Volumen mit Lysispuffer bei einem Fluss 
von 3 mL/min gespült. Nach dem Auftragen des Rohextraktes mit einer peristaltischen 
P1-Pumpe folgte ein Waschschritt mit dem 5-fachen Säulenvolumen Waschpuffer. 
Anschließend wurde das Protein mit Elutionspuffer eluiert. Die Chromatographie fand an 
einer Äktaprime
TM
 Anlage statt und wurde über einen Detektor bei 280 nm überwacht. 
Proteinhaltige Fraktionen wurden zusammen geführt. Dieser Pool wurde auf Proteingehalt 
und Enzymaktivität untersucht, bevor er gegebenenfalls umgepuffert wurde.  
6.2.1 UDP-Glukose-4’-Epimerase 
Die UDP-Glukose-4’-Epimerase übernimmt die wichtige Rolle im Syntheseansatz, aus 
kostengünstiger UDP-Glukose UDP-Galaktose herzustellen. Das Gleichgewicht dieser 
Katalyse liegt auf Seiten des Eduktes UDP-Glukose, wird aber durch den zusätzlichen Einsatz 
der GalT (Kapitel 6.2.2) zugunsten des Produktes UDP-Galaktose beeinflusst.  
Die UDP-Glukose-4’-Epimerase aus Campylobacter jejuni wurde in E. coli BL21(DE3) 
exprimert. Die Expression erfolgte in TB Medium und die Transkription des Plasmides wurde 
mit 1 mM IPTG induziert. Nach Zellaufschluss wie in 6.2 beschrieben konnte über 
Amylosematerial (15 mL Amylose Resin, New Enland Biolabs) die mit einer Maltose 
bindenden Proteindomäne (MBP) versehene Epimerase aufgereinigt werden. Der Lysispuffer 
enthielt 20 mM Mops, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM Mercaptoethanol bei pH 6,5. Die 
Aufreinigung erfolgte bei 4 °C. Durch Zugabe von 20 mM Maltose im Elutionspuffer wurde 
die Epimerase vom Säulenmaterial eluiert. Anschließend erfolgte ein Aktivitätstest, aktive 
Fraktionen wurden vereinigt und zur Synthese eingesetzt.  
UDP-Galaktose UDP-Glukose
UDP-Glukose UDP-Glukoronsäure+
UDP-Glukose-4´-Epimerase
UDP-Glukose Dehydrogenase
NAD+ + 2 H+2 NADH +
 
Abbildung 88: Prinzip des Fotometeraktivitätstests der UDP-Glukose-4´-Epimerase. 
Der Aktivitätstest erfolgte fotometrisch über 15 min bei 340 nm und 30 °C (Tabelle 7) und 
wurde mit Zugabe der Enzymprobe gestartet.  
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Tabelle 7: Messansatz für den kontinuierlichen Aktivitätstest der UDP-Glukose-4’-Epimerase 
 
Anhand der Steigung konnte die Aktivität des Enzyms nach Formel 1 (Kapitel 6.2.2) 
berechnet werden. Bei Anwendung der Formel für die Epimeraseprobe gilt der Faktor x 0,5, 
da pro Mol UDP-Galaktose 2 Mol NAD
+ 
entstehen. 1 Unit UDP-Glukose 4’-Epimerase 
entspricht dabei dem Umsatz von 1 µmol UDP-Galaktose pro min bei 30 °C. Durchnittlich 
wurden pro Aufreinigungszyklus ca. 20 mL Eluat mit einer volumetrischen Aktivität von 150 
mU/mL erhalten. 
Zur Überprüfung der Aufreinigung wurde jeweils eine SDS-PAGE angefertigt, um das 
Zielprotein mit einem theoretischen Molekulargewicht 76 kDa zu detektieren (Bernatchez et 
al., 2005). 
6.2.2 His6-Propeptid-catβ4-Galaktosyltransferase 1 
Expression und Isolierung der GalT Konstrukte lumGalT und natGalT erfolgten analog zum 
beschriebenen Protokoll in (Sauerzapfe et al., 2008). 
Die Expression der His6-Propepditd-catβ4GalT1 erfolgte aus einer Dauerkultur in 
E. coli BL21(DE3). Die Anzucht und Zellaufschluss erfolgten analog zu Kapitel 6.2. Zur 
Aufreinigung der GalT wurde eine IMAC an Ni
2+
-NTA Material (25 mL Ni
2+
-NTA-Agarose, 
Quiagen) aufgrund des His6-tags verwendet. Der Lysispuffer enthielt 50 mM HEPES 
(pH 8,0), 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, der Waschpuffer enthielt eine leicht erhöhte 
Imidazolkonzentration (20 mM) und für die anschließende Stufenelution enthielt der 
Volumen [µL] Substrat Endkonzentration 
125 MilliQ  
25 0,5 M Tris-HCl, pH 8,7 50 mM 
25 5 mM NAD
+
 0,5 mM 
25 5 mM UDP-Galaktose 0,5 mM 
25 UDP-Glukose-Dehydrogenase (1 U/mL) 50 mU 
25 Epimerase Enzymprobe  
250 Gesamtvolumen  
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Elutionspuffer 250 mM Imidazol. Alternativ wurde zur Aufreinigung statt HEPES die 
Puffersubstanz Ammoniumacetat (AAC) eingesetzt und unter ansonsten gleichen 
Bedingungen verwendet. Die Enzymaktivitäten wurden durch die unterschiedlichen 
Puffersubstanzen nicht beeinflusst. Die AAC Puffer wurden bei Syntheserouten eingesetzt, 
bei denen der Einsatz von HEPES bei späterer Aufarbeitung problematisch wäre. Auf die 
Aufreinigung folgte eine Umpufferung, die durch Ultrafiltration über Vivaspin20 mit 
Polyethersulfonmembran der Firma VivaScience (30 kDa cut off) in 0,1 M HEPES (alternativ 
0,1 M AAC), 25 mM KCl, pH 7,2 stattfand. Durchnittlich wurden pro Aufreinigungszyklus 
ca. 30 mL Eluat mit einer volumetrischen Aktivität von 150 mU/mL erhalten. Bis zu 5-facher 
Volumenreduktion und Konzentration des Eluates konnte durch Vivaspin20 Säulen 
durchgeführt werden. 
Die Aktivität des Eluates wurde vor und nach Umpufferung mit zwei Messmethoden 
untersucht: per Fotometeraktivitätstest (Tabelle 8) und per HPLC (Tabelle 9). Die Güte der 
Aufreinigung wurde abschließend mittels SDS-PAGE und Western Blot ermittelt 
(Kapitel 6.1.1.2). Das theoretische Molekulargewicht der gesamten Sequenz betrug 59,4 kDa, 
im SDS Gel sowie auf dem Western Blot konnte eine überexprimierte Proteinbande etwas 
oberhalb der Markerbande bei 70 kDa detektiert werden. Diese Bande wurde der 
His6-Propepditd-catβ4GalT1 zugeordnet; denn eine Differenz von ca. 16 kDa im Gel zum 
theoretischen Molekulargewicht wurde für die Propeptid-Lipase bereits beschrieben 
(Rosenstein et al., 2000), was auf ein Artefakt des Propeptides im SDS-PAGE 
zurückzuführen ist. 
Der Fotometeraktivitätstest beruht auf einer Enzymkaskade nach Barrat (Barratt et al., 2001), 
bei der über den Abbau von NADH+H
+
 indirekt auf die Aktivität der His6-Propepditd-
catβ4GalT1geschlossen werden kann. Abbildung 89 zeigt schematisch den Ablauf der 
Reaktion: 
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UDP-Galaktose Akzeptor LacNAc-R UDP
UDP Phosphoenolpyruvat Pyruvat UTP
Pyruvat NADH+H+ Laktat NAD+
+
+
+
+
+
+
β4GalT
Pyruvatkinase
Lactat-Dehydrogenase
 
Abbildung 89: Prinzip des Fotometeraktivitätstests der β4GalT. 
Die Aktivitätsmessung verlief kontinuierlich, während die Extinktionssänderung gemessen 
wurde. Als Standardsubstrat für fotometrische Aktivitätsmessungen diente der Akzeptor 
GlcNAc-β1-Benzyl (GlcNAc-Bn). Dieser Zucker trägt eine hydrophobe Modifikation und 
stellt ein zuverlässiges und günstiges Substrat mit hoher Affinität zu Galaktosyltransferasen 
dar (Brockhausen et al., 2006). Der in Tabelle 8 beschriebene Aktivitätstest wurde mit 10 mM 
GlcNAc-Bn als Akzeptor und 5 mM UDP-Gal als Donor durchgeführt. Für kinetische 
Untersuchungen wurden entweder die Donorkonzentrationen oder die 
Akzeptorkonzentrationen variiert.  
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Tabelle 8: Pipettierschema für den Fotometeraktivitätstest der GalT 
Volumen [µL] Substrat Endkonzentration 
25 1 M HEPES oder AAC, pH 7,2 0,1 M,  
 250 mM KCl  25 mM 
2,5 0,2 M K2HPO4 2 mM 
2,5 0,4 M MgCl2 4 mM 
2,5 0,1 Phosphoenolpyruvat (PEP) 1 mM 
25 2,5 mM NADH+H
+
 0,25 mM 
2,5 1 M – 0,005 M mM UDP-Gal 10 mM – 0,05 mM 
125 10 mM – 0,1 mM GlcNAc-R 5 mM – 0,05 mM 
5 Pyruvatkinase (1U/µL) 5 U 
5 Lactatdehydrogenase (1U/µL) 5 U 
5 0,1 M MnCl2 2 mM 
50 GalT Enzymprobe  
250 Gesamtvolumen  
 
Der Ansatz wurde über 15 min bei 340 nm und 37 °C gemessen. Parallele Ansätze ohne 
UDP-Gal und ohne Enzymprobe dienten als Negativkontrollen für die nicht enzymatisch 
bedingte Oxidation des NADH+H
+
s und für Nebenaktivitäten der an der Enzymkaskade 
beteiligten Enzyme. Die Enzymaktivität wurde aus dem linearen Bereich des Kurvenverlaufs 
der Extinktionskurve bestimmt (Formel 1): 
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ΔE340 nm/t.: Anfangssteigung der Extinktionsmessung [1/min]
X: Testansatzvolumen [mL]
F: Verdünnungsfaktor
d: Schichtdicke [cm]
x: Volumen Enzymprobe [mL]
εmolNADH 340 nm: Extinktionskoeffizient NADH+H
+ bei 340 nm = 6,2 (mL 
.
µmol-1 .cm-1)
[ml]  menProbenvolu : x                    
cm  mol   ml 6,2  nm 340 bei HNADH von ntskoeffizieExtinktion :  
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Formel 1: Berechnung der Enzymaktivität aus dem fotometrischen Aktivitätstest 
Zusätzlich zum Fotometeraktivitätstest wurde die Aktivität auch durch direkte Entstehung der 
Produkte mittels HPLC kontrolliert (Kapitel 6.4.1). Für den diskontinuierlichen HPLC 
Aktivitätstest der β4GalT wurde der Ansatz nach Tabelle 9 hergestellt. Für die HPLC 
Messung von Kinetiken wurde keine Epimerase verwendet, und direkt eine entsprechende 
UDP-Gal Konzentration eingesetzt. 
Tabelle 9: Pipettierschema zum HPLC Aktivitätstest der β4GalT1 
Volumen [µL] Substrat Endkonzentration 
10 1 M HEPES, 250 mM KCl, pH 7,2 0,1 M, 25 mM 
2 100 mM MnCl2 2 mM 
5 100 mM  UDP-Glc 5 mM 
25 10 mM GlcNAc-Derivat 2,5 mM 
3 Alkalische Phosphatase (1 U/µL) 30 mU 
25 UDP-Glc-4´-Epimerase (150 mU/mL) 25 mU 
30 GalT Enzymprobe   
His6Propeptid-β-1,4-
Galactosyltransferase1/ Y284L  
 
100 Gesamtvolumen  
 
Die Epimerase wurde zur Bereitstellung des Donorsubstrates UDP-Gal im Überschuss 
zugegeben, so dass diese nicht den limitierenden Faktor darstellte. Zu bestimmten 
Zeitpunkten wurde ein Aliquot der Reaktion entnommen und für 5 min bei 95 °C erhitzt. 
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Denaturierte Proteine wurden für 20 min bei 10000 Upm abzentrifugiert und der Überstand zu 
HPLC Analyse eingesetzt (6.4.1). Werte bis zu 10 %igem Umsatz wurden in diese 
Berechnungen einbezogen (=linearer Bereich, Formel 2). 
cA ● U[%]● X
t  ● x
cA: Akzeptorkonzentration [mM]
U[%]: Prozentualer Umsatz [%]
X: Volumen Testansatz [mL]
x: Volumen Enzymprobe [mL]
t: Zeit [min]
[ml]  menProbenvolu : x                    
cm  mol   ml 6,2  nm 340 bei HNADH von ntskoeffizieExtinktion :  
[cm]  keSchichtdic  :d                     
ngsfaktor  Verdünnu: F                     
[ml]  volumenTestansatz  :X                
min1/    smessungExtinktion der teigung  Anfangss: t/ E       
minml
mol 
xd      t
FXE 
ml
U
Aktivität
1-1-
nm 340  NADH mol,
nm 340
nm 340  NADH mol,
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Formel 2: Berechnung der Enzymaktivität aus dem HPLC Aktivitätstest 
Die Identifizierung der Peaks erfolgte über mitgeführte Negativkontrollen ohne Donor- bzw. 
ohne Akzeptorsubstrat. So konnte über Peakflächenintegration die volumetrische Aktivität 
berechnet werden.  
6.2.3 His6-Propeptid-β4-Galaktosyltransferase 1 Y284L 
Die β4GalT-1 Y284L (Namdjou, 2004) wurde mit Abweichungen analog zu 6.2.2 behandelt. 
Die Aufreinigung wurde entsprechend des pH Optimums dieses Enzyms von pH 6,8 mit 
IMAC-Puffern bei pH 7,5 durchgeführt. Da dieses Enzym schlechte Aktivitäten und nur kurze 
Lagerstabilität zeigte, war eine anschließende Umpufferung und Aufkonzentration über 
Vivaspin20 Säulen in Lagerungspuffer (0,1 M MOPS, 25 mM KCl pH 6,8) mit 20 % Glyzerin 
notwendig. Die Lagerstabilität konnte so auf bis zu mehrere Wochen verbessert werden. 
Die Aktivitätsmessungen erfolgten analog zum fotometrischen Test in Tabelle 8 und dem 
HPLC Aktivitätstest in Tabelle 9. Als Donorsubstrat kam UDP-GlcNAc zum Einsatz und als 
Enzymprobe diente die GalT Y284L Fraktion vor- sowie nach der Umpufferung (Bojarova et 
al., 2009). 
6.2.4 β-1,3-N-Acetylglukosaminyltransferase (GlcNAcT) 
Die Expression der rekombinanten GlcNAcT von Helicobacter pylori HP 39 (Logan et al., 
2005) erfolgte aus einer Dauerkultur in E. coli BL21(DE3). Die Anzucht und Zellaufschluss 
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erfolgten analog zu 6.2. Das theoretische Molekulargewicht der gesamten Sequenz betrug 
84 kDa. Die GlcNAcT lag als Fusion mit einer Maltose bindenden Proteinsequenz (MBP) vor 
und konnte darüber an Amylose Matrices aufgereinigt werden. Die Isolierung des Proteins 
erfolgte analog zur Epimerase (Kapitel 6.2.1). Die Qualität der Aufreinigung wurde mit SDS-
PAGE überprüft. Protein enthaltende Fraktionen wurden mit einem kontinuierliche 
Fotometertest sowie einem diskontinuierlichen HPLC-Test auf Aktivität untersucht und 
anschließend vereinigt. Die Enzymkaskade zum fotometrischen Test lief nach dem in 
Abbildung 90 dargestellten Schema. 
UDP-GlcNAc LacNAc-R Trisaccharid-R UDP
UDP Phosphoenolpyruvat Pyruvat UTP
Pyruvat NADH+H+ Laktat NAD+
+
+
+
+
+
+
β3GlcNAcT
Pyruvatkinase
Lactat-Dehydrogenase
 
Abbildung 90: Prinzip des Fotometeraktivitätstests der GlcNAcT. 
Mit Zugabe der Enzymprobe nach Tabelle 10 startete die Aktivitätsbestimmung durch eine 
kontinuierliche Messung der NADH+H
+
 Abnahme bei 30 °C und bei 340 nm am Fotometer. 
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Tabelle 10: Pippetierschema zur fotometrischen Aktivitätsbestimmung der GlcNAcT 
Volumen [µL] Substrat Endkonzentration 
25 1 M HEPES, pH 7,2 0,1 mM 
 250 mM KCl, 10 mM DTT 25 mM, 1 mM 
2,5 0,2 M K2HPO4 2 mM 
2,5 0,4 M MgCl2 4 mM 
2,5 0,1 M Phosphoenolpyruvat 1 mM 
25 2,5 mM NADH+H
+
 0,25 mM 
102,5 4 mM LacNAc-Akzepor 1,64 mM 
25 20 mM UDP-GlcNAc 2 mM 
5 Pyruvatkinase (1U/µL) 5 U 
5 Lactatdehydrogenase (1U/µL) 5 U 
5 0,1 M MnCl2 2 mM 
50 GlcNAcT Enzymprobe  
250 Gesamtvolumen  
 
Kontrollen auf Nebenaktivität wurden ohne Donorsubstrat und ohne Enzymprobe mitgeführt. 
Die Berechnung der Aktivität ergab sich aus der linearen Anfangssteigung nach Formel 1 
(6.2.2). Die direkte Messung entstehender Produkte erfolgte durch Aktivitätsmessungen 
mittels HPLC nach Tabelle 11. 
6 Material und Methoden 139 
Tabelle 11: Pipettierschema zum HPLC-Aktivitätstest der GlcNAcT 
Volumen [µL] Substrat Endkonzentration 
40 1 M HEPES, pH 7,2 0,1 M, 
 250 mM KCl, 10 mM DTT 25 mM, 1 mM 
8 100 mM MgCl2 2 mM 
15 150 mM  UDP-GlcNAc 5,6 mM 
300 5 mM LacNAc-AzIII, -tBoc 3,75 mM 
1 Alkalische Phosphatase (1 U/µL) 1 U 
66 GlcNAcT Enzymprobe  
400 Gesamtvolumen  
    
Zu regelmäßige Zeitpunkten wurde der Reaktion ein Aliquot entnommen und die Enzyme bei 
95 °C für 5 min denaturiert. Die inaktiven Proteine wurden für 20 min bei 10000 Upm 
abzentrifugiert und der Überstand zur HPLC Analyse eingesetzt. Zur Identifizierung der 
Peaks wurde jeweils eine Kontrolle ohne Donor- und ohne Akzeptorsubstrat mitgeführt. 
Durch Integration der Peakflächen ließ sich die Produktenstehung verfolgen und die 
Enzymaktivität berechnen nach (Formel 2). 
6.2.4.1 Kinetiken 
Die Kinetiken wurden über den Aktivitätstest am Fotometer (Tabelle 8) sowie mittels HPLC 
(Tabelle 9) gemessen. Es wurden für jedes Akzeptorsubstrat eine Donor- sowie eine 
Akzeptorkinetik bestimmt. Bei einem hyperbolen Kurvenverlauf (Donorkinetiken) wurde zur 
Berechnung der kinetischen Daten die Michaelis-Menten Gleichung eingesetzt: 
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V =
V
max
● [S]
K
m
+ [S]
S: Substratkonzentration [mM]
V: Reaktionsgeschwindigkeit [U/mg]
V
max
: maximale Reaktionsgeschwindigkeit [U/mg]
K
m
: Michaelis Menten Konstante [mM]
 
Formel 3: Berechnung der Michaelis Menten Kinetiken 
Für die Bestimmung der Parameter der inhibierten Kinetiken (Akzeptorkinetiken) wurde die 
Gleichung unter Berücksichtigung einer Substratüberschussinhibition (Formel 4) verwendet. 
S: Substratkonzentration [mM]
V: Reaktionsgeschwindigkeit [U/mg]
V
max
: maximale Reaktionsgeschwindigkeit [U/mg]
K
m
: Michaelis Menten Konstante [mM]
Ki: Inhibitionskonstante [mM]
V =
V
max
1
K
m
[S]
[S]
K
i
+ +
 
Formel 4: Berechnung der Kinetiken mit Substratüberschussinhibition 
Mittels des Microsoft Excel
®
 Solver Algorithmus und SigmaPlot 10 (SPSS Software GmbH, 
Erkrath) wurden Kurvenverläufe nach den experimentellen Messdaten berechnet und die 
Kinetikparameter bestimmt.  
6.2.5 Croprinopsis cinerea Lektin 2 
Das Lektin 2 aus Coprinopsis cinerea lag im Vektor pET 14b als His6CGL2 kodiert vor und 
wurde in E. coli BL21(DE3) exprimiert. Durch den fusionierten N-terminalen His6-Tag 
konnte das Lektin über IMAC an Ni-NTA Material analog zu 6.2.2 mit 50 mM Na2HPO4 als 
Puffer isoliert werden (Sauerzapfe et al., 2009). Die Kontrolle über Qualität und Güte der 
Aufreinigung fand mittels SDS-PAGE und Western Blot statt, analog zu Kapitel 6.1.1.2.  
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6.3 Saccharidsynthesen 
Die Synthesen von zunächst Di- und später Oligosacchariden erfolgten im analytischen 
Maßstab (bis 400 µL) sowie im präparativen Maßstab bis zu 100 mL Synthesevolumen. Für 
alle Substrate galt es, optimale Bedingungen und Produktausbeuten zu erzielen, um dem 
großen Bedarf an Strukturen für die spätere Immobilisierung gerecht werden zu können. 
6.3.1 LacNAc Synthesen 
Jeder Zucker wurde zunächst im analytischen Maßstab zu LacNAc umgesetzt und kontrolliert 
(Tabelle 9). Die anschließenden LacNAc-Synthesen wurden entweder ausschließlich mit 
GalT und UDP-Gal durchgeführt, oder unter Einbezug der Epimerase mit UDP-Glc als 
Donorsubstrat. Verschiedene Maßstäbe wurden zwischen 10 und 50 mL Synthesevolumen für 
beide Varianten durchgeführt. Alle Ansätze inkubierten im Erlenmeyerkolben bei 30 °C und 
60 Upm. Regelmäßig wurde der Umsatz mittels HPLC oder DC Analyse kontrolliert 
(Kapitel 6.4). Die Tabelle 12 Tabelle 13 zeigen zwei Protokolle ohne und mit Gebrauch der 
Epimerase in zwei Synthesevolumina. Variationen der Volumina wurden auf diesen 
Protokollen basierend angesetzt. Als Akzeptoren kamen die Monosaccharide GlcNAc-AzI-III 
(1, 2, 3), GlcNAc-amino-tBoc (17) und GlcNAc-Propargyl (28) zum Einsatz. 
Tabelle 12: LacNAc Synthese in 10 mL Volumen ohne Epimerase 
Volumen  Substrat Endkonzentration 
1 mL 1 M AAC, pH 7,2 0,1 M,  
 250 mM KCl, 10 mM DTT 25 mM, 1 mM 
0,5 mL 100 mM MnCl2 5 mM 
350 µL 200 mM  UDP-Gal 7 mM 
330 µL 150 mM Akzeptor 5 mM 
2 µL Alkalische Phosphatase (1 U/µL) 2 U 
1 mL GalT (150 mU/mL) 
His6Propeptid-β-1,4-
Galactosyltransferase1 
150 mU 
7,3 mL MilliQ  
10 mL Gesamtvolumen  
 
Messungen von Umsatzkurven wurden mit dem Protokoll der Tabelle 12 durchgeführt. 
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Alternativ dazu wurde die LacNAc Synthese mit Epimerase und UPD-Glc als Substrat 
angesetzt (Tabelle 13). 
Tabelle 13: LacNAc Synthese in 50 mL Volumen mit Epimerase 
Volumen  Substrat Endkonzentration 
5 mL 1 M AAC, pH 7,2 0,1 M,  
 250 mM KCl, 10 mM DTT,  25 mM, 1 mM 
1 mL 100 mM MnCl2 2 mM 
3,125 mL 200 mM  UDP-Glc 6,25 mM 
25 mL 10 mM Akzeptor 5 mM 
5 µL Alkalische Phosphatase (1 U/µL) 5 U 
3,5 mL Epimerase (150 mU/mL) 525 mU 
5 mL GalT (150 mU/mL) 
His6Propeptid-β-1,4-
Galactosyltransferase1 
750 mU 
0,3 mL MilliQ  
50 mL Gesamtvolumen  
    
Synthesen in größerem Maßstab bis zu 100 mL liefen im Erlenmeyerkolben nach Tabelle 14: 
Tabelle 14: Enzymatische Synthese von LacNAc in 100 mL Volumen mit Epimerase 
Volumen [mL] Substrat Endkonzentration 
10 1 M AAC, pH 7,2 0,1 M,  
 250 mM KCl,10 mM DTT 25 mM, 1 mM 
2 100 mM MnCl2 2 mM 
5 100 mM  UDP-Glc 5 mM 
25 10 mM Akzeptor 2,5 mM 
0,1 Alkalische Phosphatase (1U/µL) 100 U 
7 Epimerase (150mU/mL) 1 U 
10 GalT (150 mU/mL) 
His6Propeptid-β-1,4-
Galactosyltransferase1 
1,5 U 
41 MilliQ  
100 Gesamtvolumen  
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Die Synthesen liefen im 30 °C Inkubator bei 60 Upm und wurden mittels HPLC kontrolliert 
(6.4.1). Bei Erreichen eines Umsatzes von über 95 % wurden die Synthesen durch kurzes 
Aufkochen abgestoppt. Produktverlust wurde durch Ultrazentrifugation des denaturierten 
Proteins an Vivaspin20 Säulen (30 kDa cut off, Vivascience, Hannover) vermindert. 
Das Substrat GlcNAc-AzIII wurde in einem Fed-Batch Verfahren umgesetzt. Die 
Zusammensetzung erfolgte analog der Tabelle 14. Das Volumen von 25 mL Akzeptorlösung 
aus Tabelle 14 wurden auf 5 x 5 mL aufgeteilt und gleichmäßig über 48 h zugegeben. Der 
Reaktionsansatz wurde regelmäßig mittels HPLC auf Umsatz kontrolliert. Bei einem erfolgten 
Umsatz von > 70 % wurden erneut 5 mL Substrat zugegeben. So konnte die starke 
Substratüberschussinhibition umgangen werden und Umsätze von über 95 % erzielt werden. 
6.3.2 LacDiNAc Synthesen 
LacDiNAc wurde mit den Akzeptoren GlcNAc-amino-tBoc (17), GlcNAc-AzIII (3) und 
GlcNAc-thioureido-amino-tBoc (Bojarova et al., 2009) im analytischen Maßstab synthetisiert. 
Durch die Epimerase konnte der Donor UDP-GalNAc generiert werden.  
Tabelle 15: Pipettierschema für LacDiNAc Synthesen 
Volumen [µL] Substrat Endkonzentration 
10 1 M AAC, 250 mM KCl, pH 6,8 0,1 M, 25 mM 
2 100 mM MnCl2 2 mM 
5 100 mM  UDP-GlcNAc 5 mM 
25 10 mM Akzeptor 2,5 mM 
3 Alkalische Phosphatase (1 U/µL) 3 U 
25 Epimerase (150 mU/mL) 37,5 mU 
30 GalT Y284L (50 mU/mL)   
His6Propeptid-β-1,4-
Galactosyltransferase1 Y284L  
15 mU 
100 Gesamtvolumen  
 
Die Syntheseansätze inkubierten bei 30 °C im Blockthermostat über Nacht. Der Verlauf der 
Synthese wurde mittels RP-HPLC (Kapitel 6.4.1) und DC (Kapitel 6.4.4) kontrolliert. Bei 
einem Umsatz von > 95 % wurde die Reaktion für 5 min bei 95 °C abgestoppt und 
denaturiertes Protein abzentrifugiert. 
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6.3.3 Poly-LacNAc Synthesen 
Poly-LacNAc Strukturen wurden in mg-Mengen benötigt, um für die anschließenden 
Immobilisierungen ausreichend Stoffmenge zur Verfügung zu haben. Nach Abbildung 28 
wurden zwei mögliche Strategien angewendet. Entweder wurden Poly-LacNAc Derivate im 
sukzessiven Verfahren in definierter Reihenfolge synthetisiert, oder ein Gemisch 
verschiedener Poly-LacNAc Kettenlängen im Ein-Topf Prozess. 
6.3.3.1 Sukzessive Poly-LacNAc Synthesen 
Die sukzessive Poly-LacNAc Synthese ging vom jeweiligen LacNAc Derivat (LacNAc-AzIII 
(6) und LacNAc-amino-tBoc (19)) aus (6.3.1). Unter abwechselndem Einsatz der Enzyme 
His6-Propeptid-catβ4GalT1/Epimerase und β3GlcNAcT wurden bis zum Hexasaccharid 
Oligosaccharide hergestellt in Volumina zwischen 10 bis 50 mL. Nach der LacNAc-R 
Synthese wurde das Produkt entweder aus dem Ultrafiltrat isoliert (Kapitel 6.5) oder das 
Filtrat zur Trisaccharid Synthese weiter eingesetzt. Die Trisaccharid-AzIII oder -tBoc 
Synthese lief nach Tabelle 16. 
 Tabelle 16: Trisaccharidsynthese in 25 mL Volumen 
Volumen Substrat Endkonzentration 
1 mL 
 
1 M AAC, pH 7,2 
250 mM KCl, 10 mM DTT  
40 mM,  
10 mM, 0,4 mM 
500 µL 100 mM MgCl2 2 mM 
112 µL 100 mM  UDP-GlcNAc 4,6 mM 
18 mL 5 mM LacNAc-Filtrat 3,75 mM 
2 µL alkalische Phosphatase (1U/µL) 2 U 
2,75 mL GlcNAcT (120 mU/mL) 330 mU 
25 µL 0,1 M DTT 0,1 mM 
2,6 mL MilliQ  
25 mL Gesamtvolumen  
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Alle Ansätze wurden im Erlenmeyerkolben angesetzt und bei 30 °C und 60 Upm inkubiert. 
Als Negativkontrolle dienten identische Ansätze unter gleichen Bedingungen in 400 µL 
Gesamtvolumen ohne Akzeptor- sowie ohne Donorsubstrat. Der Fortschritt der Reaktionen 
wurde regelmäßig mittels HPLC oder DC kontrolliert (6.4.1 und 6.4.4). Der Ansatz wurde 
nach erzieltem Umsatz mit dem Bunsenbrenner erhitzt. Denaturiertes Protein wurde mittels 
Ultrafiltration an Vivaspin20 (30 kDa cut off) Konzentratoren entfernt und das Filtrat weiter 
verwendet. Entweder folgte an dieser Stelle eine Isolierung des Produktes (6.5.1 und 6.5.3) 
oder das Filtrat wurde für weitere Synthesen direkt eingesetzt. Auf die Trisaccharidsynthese 
folgend wurde das Tetrasaccharid nach Tabelle 17 synthetisiert. 
Tabelle 17: Tetrasaccharidsynthese in 30 mL Volumen 
Volumen  Substrat Endkonzentration 
300 µL 1 M AAC, 250 mM KCl, pH 7,2  10 mM, 25 mM 
660 µL 100 mM MnCl2 2 mM 
240 µL 1M  UDP-Glc 4,25 mM 
23 mL 3,75 mM Trisaccharid-Filtrat 2,8 mM 
2 µL Alkalische Phosphatase (1 U/µL) 2 U 
2 mL Epimerase (150 mU/mL) 300 mU 
3 mL GalT (150 mU/mL) 
His6Propeptid-β-1,4-
Galactosyltransferase1 
450 mU 
800 µL MilliQ  
30 mL esamtvolumen  
     
Nach Erhitzen und Ultrafiltrieren der Synthese wurde das Produkt entweder mittels 
präparativer HPLC isoliert, oder der Ansatz zur Pentasaccharidsynthese weiter verwendet 
nach Tabelle 18. 
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Tabelle 18: Pentasaccharidsynthese in 50 mL Volumen 
Volumen  Substrat Endkonzentration 
300 µL 1 M AAC, pH 7,2 6 mM,  
 250 mM KCl, 10 mM DTT  15 mM, 0,06 mM 
1 mL 100 mM MgCl2 2 mM 
1,5 mL 150 mM  UDP-GlcNAc 4,3 mM 
40 mL 2,8 mM Tetrasaccharid-Filtrat 2,1 
5 µL Alkalische Phosphatase (1 U/µL) 5 U 
6 mL GlcNAcT (120 mU/mL) 700 mU 
50 µL 0,1 M DTT 0,1 mM 
50 mL Gesamtvolumen  
    
Die Pentasaccharidsynthese wurde abgestoppt und ultrafiltriert wie beschrieben. Das Filtrat 
wurde für weitere Hexasaccharidsynthesen auf 3 mM aufkonzentriert. Im Anschluss folgte die 
Hexasaccharidsynthese ausgehend von dem Produkt aus Tabelle 18. 
Tabelle 19: Hexasaccharidsynthese in 30 mL Volumen 
Volumen  Substrat Endkonzentration 
30 µL 0,1 M DTT  0,1 mM 
600 µL 100 mM MnCl2 2 mM 
150 µL 1 M  UDP-Glc 4,5 mM 
20 mL 3 mM Pentasaccharid-Filtrat 2 mM 
5 µL Alkalische Phosphatase (1 U/µL) 5 U 
2 mL Epimerase (150 mU/mL) 300 mU 
3 mL GalT (150 mU/mL) 
His6Propeptid-β-1,4-
Galactosyltransferase1 
450 mU 
4 mL MilliQ  
30 mL esamtvolumen  
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Alle Synthesen wurden regelmäßig auf Umsatz überprüft und den Negativkontrollen 
gegenüber gestellt. Im Durchschnitt konnten alle Synthesen mit einer Inkubationszeit von 
12 h zu > 95 % umgesetzt werden, eine Verlängerung der Inkubationszeit bis 24 h ergab 
quantitative Umsätze. 
6.3.3.2 Ein-Topf Poly-LacNAc Synthese 
Die Ein-Topf Synthese wurde mit kombinatorischen Einsatz dreier Enzyme im 
Erlenmeyerkolben mit 100 mL Gesamtvolumen nach Tabelle 20 durchgeführt. Die Reduktion 
des Volumens um die Hälfte auf 50 mL wurde analog angesetzt. Die Reaktionen inkubierten 
für 24 h bei 30 °C und 60 Upm. Akzeptoren hierfür waren LacNAc-AzIII (6) und LacNAc-
amino-tBoc (19). 
Tabelle 20: Ein-Topf Poly-LacNAc Synthese im 100 mL Maßstab 
Volumen [mL] Substrat Endkonzentration 
10 
 
1 M AAC, pH 7,2 
250 mM KCl, 10 mM DTT,  
0,1 M,  
25 mM, 1 mM 
2 mL 100 mM MnCl2 2 mM 
2 mL 100 mM MgCl2 2 mM 
1,5 mL 1 M  UDP-Glc 15 mM 
750 µL 1 M UDP-GlcNAc 7,5 mM 
50 mL 5 mM LacNAc Akzeptor 2,5 mM 
0,1 mL Alkalische Phosphatase (1 U/µL) 100 U 
4 mL Epimerase (150 mU//mL) 0,6 U 
5,3 mL GalT (150 mU/mL) 0,8 U 
3,5 mL GlcNAcT (120 mU/mL) 0,4 U 
21 mL MilliQ  
100 mL Gesamtvolumen  
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Der Umsatz wurde regelmäßig mittels HPLC überprüft. Die Reaktion wurde entweder nach  
24 h, oder nach längerer Inkubationszeit durch Erhitzen gestoppt und ultrafiltriert. 
Anschließend wurden dem Filtrat jeweils 0,6 U Epimerase sowie 0,6 U GalT für weitere 24 h 
zugefügt. Das resultierende Reaktionsgemisch mit Poly-LacNAc-R Strukturen wurde erhitzt, 
ultrafiltriert und auf 60 mM Zuckerkonzentration eingeengt. Diese Lösung wurde für die 
Zuckerisolierung an der präparativen HPLC eingesetzt (6.5.3). 
6.4 Analytische Methoden 
Für jede der GlcNAc-R und LacNAc-R Zuckerstrukturen wurde eine 
dünnschichtchromatographische Analyse angewendet, um den charakteristischen Rf Wert zu 
bestimmen. Diese Methode diente zur schnellen Detektion und Kontrolle von 
Syntheseverläufen und Aufreinigungsmaßnahmen. Zur eindeutigen Analyse wurde jede der 
Zuckerstrukturen per HPLC sowie mit nachgeschalteter MS überprüft. Die abschließende 
Identifizierung der Strukturen wurde in Kooperation mit T. Anders (DWI am ITMC der 
RWTH Aachen) mittels NMR durchgeführt und bestätigt. 
6.4.1 Analytische Normal- und Umkehrphasen HPLC 
Für Zucker mit unpolaren Funktionalisierungen eignete sich ein Umkehr-Phasen-Material 
(reversed phase, RP) zur chromatographischen Auftrennung. Hierfür wurde die Säule 
LiChrospher® 100 RP18 250 x  4 mm (LiChrochart, Merck) mit Gradienten von Acetonitril/ 
Wasser-Gemischen oder Methanol/ Wasser-Gemischen eingesetzt. Zum Schutz der Säule 
wurde eine Vorsäule aus gleichem Material vorgeschaltet.  
Die Zucker mit polaren Funktionalisierungen konnten nur mit nomal-phase NP-HPLC 
Methoden aufgetrennt werden. Für die entsprechenden Saccharide (Tabelle 21) wurde eine 
monolithische Hydroxylapatit Aminopropylsilica-Säule Multospher
®
 im HILIC-Modus 
(ChromatographieService, Langerwehe, DE) zur speziellen Zuckeranalytik verwendet. Als 
mobile Phase eigneten sich ebenfalls Gradienten von Acetonitrli/Wasser oder 
Methanol/Wasser-Gemischen. Eine Vorsäule mit gleichem Material wurde der Trennung zum 
Schutz der Säule vorgeschaltet. 
Für die Analyse der Syntheseansätze mit den C1-modifizierten Akzeptorsubstraten wurden 
HPLC-Anlagen der Firma Dionex und der Firma Knauer verwendet. Die Probeneinspritzung 
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erfolgte über den automatischen Probengeber. Probeneinspritzvolumina lagen zwischen 5 und 
20 µL. Die Analyse erfolgte bei einem Fluss von 0,5 mL/min. Je nach chemischer Eigenschaft 
der zu analysierenden Zuckerstruktur wurden die in Tabelle 21 angegebenen stationären 
Phasen und Trennprotokolle verwendet, um die Stoffgemische der Syntheseansätze 
aufzutrennen.  
Tabelle 21: Eingesetzte HPLC Säulen und Trennprotokolle der Saccharide 
Zucker Säule Protokoll 
GlcNAc-AzI 
 
LiChrospher  
 
Isokratisch: 0-4 min:   2 % ACN 
Gradient:    4-25 min:  2-5 % ACN 
GlcNAc-AzII 
 
LiChrospher  
 
Isokratisch: 0-4 min:   3 % ACN 
Gradient:    4-35 min:  3-15 % ACN 
GlcNAc-AzIII 
 
LiChrospher 
  
Isokratisch: 0-4 min:   5 % ACN 
Gradient:    4-50 min:  5-30 % ACN 
GlcNAc-amino-tBoc 
 
LiChrospher 
 
Isokratisch: 0-6 min:   10 % ACN 
Gradient:    6-45 min:  10-30 % ACN 
GlcNAc-Propargyl 
Multospher (NP) 
 
Gradient:    0-45 min:   80-30 % ACN 
 
 
GlcNAc-amino 
LiChrospher 
 
Isokratisch: 0-15 min:  15 % ACN,  
mit 0,1 % Ameisensäure 
 
 
Multospher (NP) 
 
Isokratisch: 0-30 min:  55 % ACN 
 
Die Protokolle wurden für die Trennung zwischen LacNAc- und GlcNAc-Derivat entwickelt 
und konnten auch für Chromatogramme der Poly-LacNAc Synthesen eingesetzt werden. Jeder 
gemessenen Probe wurde ein Spülprogramm angeschlossen. Dabei erfolgte die Detektion der 
Zucker durch UV-Absorption bei 205 und 254 nm. Die Analyse bei 254 nm erlaubte die 
Detektion konjugierter Doppelbindungen, wie sie in UDP-aktivierten Donorzuckern zu finden 
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sind. Die Absorption bei 205 nm der Akzeptormoleküle ist durch die N-Acetylgruppe 
begründet.  
6.4.2 Massenspektrometrie 
Die synthetisierten Oligosaccharid Strukturen wurden mittels MS Messung überprüft. Hierfür 
wurden die Proben auf 0,05 mM verdünnt und entsprechend Tabelle 21 an der HPLC 
aufgetrennt. Eine nachgeschaltete MS Anlage (Surveyor Massenspektrometer, Thermo 
Finnigan) detektierte im negativen Modus die über ESI ionisierten Saccharide. Die 
Temperatur war auf 400 °C bei einer Cone-Spannung von 50-200 V eingestellt. Die 
Auswertung erfolgte über die Software Chromeleon 6.0.   
 
6.4.3 NMR Messungen 
Die NMR Messungen sowie deren Auswertungen wurden im DWI durch T. Anders 
durchgeführt. Die Spektren wurden entweder mit einem Bruker DPX 300 oder einem Bruker 
AV 600 UltraShield
TM
 (Bruker, Rheinstetten, DE) in D2O aufgenommen. Hierbei dienten 
CDCl3 oder D2O als Lösungsmittel, Ethanol diente als interner Standard.  
 
6.4.4 Dünnschichtchromatographie 
Zur qualitativen Analyse wurde die Dünnschichtchromatographie eingesetzt. Silicaplatten 
SilUGram UV254 (Macherey&Nagel, Düren) liefen mit mobiler Phase Isopropanol, Milli Q 
und 30 %ige Ammoniaklösung (7/2/1) etwa 1 h und wurden nach erfolgter UV 254 nm Analyse 
im Tauchbad mit zwei unterschiedlichen Methoden entwickelt. Beide Methoden basieren auf 
der Verbrennung der Zuckerstrukturen zu elementarem Kohlenstoff, der als braune Färbung 
sichtbar wird. Die Entwicklungslösung mit Anisaldehyd gibt kohlenhydrathaltigen 
Substanzen eine zusätzliche Färbung und ermöglicht somit Farbdifferenzierungen (Jork et al., 
1990). Das Reagenz aus Schwefelsäure, Methanol und Anisaldehyd wurde nach dem 
Protokoll der Dissertation von C. Rupprath angefertigt (Rupprath, 2006). Alternativ erfolgte 
die Entwicklung mit einem Methanol/Schwefelsäure Gemisch (9/1). Jeweils anschließend 
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wurde die Platte mit einem Heißluftfön erhitzt und die Ergebnisse dokumentiert. Tabelle 22 
zeigt die Rf Werte einiger getesteter Zucker. 
Tabelle 22: Rf Werte zur Analyse der Zucker 
Zucker Rf Wert 
GlcNAc-AzI 0,75 
LacNAc-AzI 0,42 
GlcNAc-AzII 0,68 
LacNAc-AzII 0,35 
GlcNAc-AzIII 0,75 
LacNAc-AzIII 0,69 
GlcNAc-amino-tBoc 0,72 
LacNAc-amino-tBoc 0,57 
Entschützte -amino-Zucker 
 
0,05 
GlcNAc-Propargyl 0,65 
LacNAc-Propargyl 0,35 
GlcNAc-Koppler 0,29 
UDP-Gal 0,06 
Uridin 0,58 
 
6.5 Präparative Methoden 
Nach Synthese der Zuckerstrukturen wurden die Poly-LacNAc-R aus dem Gemisch 
aufgereinigt. Hierfür konnten chemischen Eigenschaften der jeweiligen Funktionalisierung 
genutzt werden. So kamen Isolierungen der Produkte über Größenausschlusschromatographie, 
Fetsphasenextraktion oder präparativer HPLC zustande. 
6 Material und Methoden 152 
6.5.1  Festphasenextraktion an SepPak Säulen® 
Salze, Puffersubstanzen und Nukleotidzucker konnten aus dem Syntheseansatz mittels 
Festphasenextraktion entfernt werden. Zuckerstrukturen mit hydrophober C1-Modifizierung 
(-AzIII und -tBoc) wurden über hydrophobe Wechselwirkung an der Matrix von SepPak
®
 
Säulen zurückgehalten nach dem gleichen Trennprinzip der HPLC-C18 Säule. 
Oligosaccharide bin maximal zum Tetrasaccharid-R wurden mittels dieser Methode isoliert. 
Tabelle 23 zeigt einen Durchlauf der Aufreinigung. 
Tabelle 23: Aufreinigung hydrophob modifizierter Zuckerstrukturen über SepPak
®
 Säulen  
Schritt Lösung Volumen [mL] 
Äquilibrierung der 
Säule 
Methanol 
MilliQ Wasser 
3 
3 
Probenauftrag Reaktionsansatz 1-2 
Waschen der Säule MilliQ Wasser 3 
Elution 50 % Acetonitril 3 
 
Die Eluate aller Aufreinigungsdurchläufe wurden vereinigt, das Acetonitril abgedampft, die 
Probe eingeengt und der entstandene Feststoff ausgewogen. Abgetrennte Substanzen wie 
HEPES, UDP-Galaktose, Uridin und im Ansatz enthaltene Salze wurden in der Waschfraktion 
nachgewiesen. Die Zuckerstrukturen wurden anschließend mittels HPLC/MS und NMR 
überprüft. 
6.5.2 Gelfiltration 
Polar funktionalisierte Zuckerstrukturen (-AzI, -AzII, -Propargyl und die Klickprodukte) 
konnten nicht über SepPak
®
 gereinigt werden und benötigten ein Isolierungsprotokoll, bei 
dem alle übrigen Substanzen aus dem Gemisch abgetrennt werden. Das Prinzip der 
Größenausschlusschromatographie aus der Proteinbiochemie wurde für diese 
Zuckerstrukturen angewendet. 
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Hierfür wurde das Material P2 fine verwendet (BioRad, München), das für Trennungen im 
Größenbereich zwischen 100 bis 1800 Da geeignet ist. Die verwendete Säule K16/100 
(GE Healthcare, Amersham, Freiburg) wurde mit 80 mL P2 Material befüllt. Als Laufmittel 
wurde entgastes MilliQ eingesetzt. Zur Bestimmung der Laufmittelgeschwindigkeit wurde 
mit einem Gemisch aus GlcNAc und LacNAc geeicht, bei denen eine Trennung erzielt wurde. 
Entsprechend erfolgte die Gelfiltration bei einem Fluss von 0,1 mL/min über Nacht mit einer 
P1 Pumpe (Amersham) bei Raumtemperatur. Die Säule konnte mit maximal 2 mL Probe 
beladen werden. Der automatische Fraktionssammler der Äktaprime
TM
 Anlage (GE 
Healthcare, Freiburg) wurde für die Fraktionierung à 3 mL eingesetzt. Alle Fraktionen 
wurden mit DC (Kapitel 6.4.4) überprüft, die entsprechenden Fraktionen vereinigt und mittels 
HPLC bestätigt. Anschließend wurden die Eluate eingeengt und zur NMR-Messung 
verwendet. 
6.5.3 Präparative HPLC 
Die präparative Aufarbeitung der Syntheseprodukte erfolgte analog den Gradienten aus 
Tabelle 21 an einer präparativen Anlage (Knauer, Berlin) mit einer präparativ nutzbaren Säule 
(Eurospher 100-10 C18, 250x20 mm). Die Flussrate wurde auf 12 mL/min herauf gesetzt. Die 
Detektion erfolgte im UV-Detektor bei 205 nm. Zielsubstanzen wurden zu den 
entsprechenden Retentionszeiten manuell fraktioniert und anschließend mit an der 
analytischen HPLC-MS Anlage verifiziert. Die Fraktionen wurden eingeengt und zur NMR-
Messung verwendet. 
6.6 Funktionalisierung von Oberflächen 
Die Immobilisierung erfolgte zunächst an Oberflächen von kommerziellen Mikrotiterplatten, 
die entweder direkt oder nach weiterer Funktionalisierung eingesetzt wurden. Zunächst kamen 
Modell-Lektine zur Methodenentwicklung und zur Charakterisierung zum Einsatz. 
Anschließend wurden weitere unterschiedliche Lektine verwendet und die Immobilisierungen 
auch auf StarPEG Oberflächen bearbeitet.  
6.6.1 ELLA 
Der Lektintest ELLA diente dem biologischen funktionellen Nachweis von immobilisierten 
Zuckerstrukturen an einer Oberfläche. Entsprechend dem endständigen Zuckerbaustein 
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wurden unterschiedliche Lektine gewählt; das GlcNAc-spezifsche Lektin GSII (Griffonia 
simplicifolia II) oder zwei Gal/LacNAc-spezifischen Lektine EC und CGL2 (Erythrina 
cristagalli und Coprinopsis cinerea II) sowie das humane Galektin Gal1.  
 
Tabelle 24: Verwendete Lektine und deren spezifische Erkennungsstruktur 
Erkennungsstruktur Lektin 
GlcNAc Biotin-markiertes Lektin II von Griffonia simplicifolia 
Gal/LacNAc Biotin-markiertes Lektin von Erythrina cristagalli 
Gal/LacNAc His6CGL2 aus Coprinopsis cinerea 
Gal Humanes Galektin1 His6Gal1 
 
Die Lektine GSII und EC sind kommerziell erhältlich. Das Lektin His6CGL2 wurde bereits 
beschrieben (Sauerzapfe et al., 2009), das His6Gal1 wurde freundlicherweise durch C. Rech 
im Rahmen einer Dissertation zur Verfügung gestellt (C. Rech, RWTH Aachen).  
Für die jeweilige Immobilisierung von (Poly-)LacNAc-Strukturen wurden zwei verschiedene 
Mikrotiterplattentypen verwendet: aminoreaktive Mikrotiterplatten (Immobilizer
TM
 Amino, 
Nunc) und Mikrotiterplatten mit sekundären Aminogruppen (Covalink NH F8, Nunc). 
Aminoreaktive Platten dienten primären Aminogruppen zur Immobilisierung, Covalink 
Platten wurden für die Reaktion mit Isocyanatgruppen der StarPEG Polymere eingesetzt. So 
konnten Strukturen über Amino- oder Azidgruppen kovalent verankert werden.  
6.6.2 Bindungsstudien mit CGL2 auf ASF 
Nach einer Umpufferung des Eluates durch Ultrafiltration an Vivaspin20 (10 kDa cut off) in 
PBS (50 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7,5) konnte eine Konzentrierung der 
Proteinlösung erfolgen. Anschließend wurde nach Bradford der exakte Proteingehalt 
bestimmt (Kapitel 6.1.1.1). 
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Das Bindungsverhalten des His6GCL2 wurde vor jedem Einsatz an immobilisierten Zuckern 
zunächst auf Asialofetuin (ASF) kontrolliert (s. Anhang). ASF bietet triantennäre Poly-
LacNAc Epitope, die durch Gal-spezifische Lektin erkannt werden können. Hierfür wurde das 
Glykoprotein ASF an MaxiSorb
TM
 Mikrotiterplatten von Nunc immobilisiert. Dafür wurden 
5 µg in 200 µL pro Well über Nacht in Carbonatpuffer pH 9,6 inkubiert. Am Folgetag wurden 
die Oberflächen dreimal mit PBS-Tween (PBS, 0,05 % Tween) gewaschen und anschließend 
für 1 h freie Bindungsstellen mit BSA blockiert (2 % BSA/PBS). Nach erneutem Waschen 
wurden 50 µL His6CGL2 in den Konzentrationen 0 bis 200 µg/mL an ASF für 1 h inkubiert. 
Durch den His-Tag konnte das AntiHis6-Peroxidase Konjugat (horse raddish peroxidase, 
Roche) in einer 1:1000 Verdünnung das His6CGL2 spezifisch binden (50µL pro Well, 
Inkubation für 1 h). Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die kolorimetrische Reaktion 
der Peroxidase mit OPD Substrat. Unter Zugabe von 2,5 µL H2O2, 2 Tabletten OPD Substrat 
(Dako Cytomation
®
) in 6 mL Wasser (50 µL pro Well) entwickelte sich bei Inkubation im 
Dunkeln eine Gelbfärbung bei erfolgter spezifischer Bindung des His6CGL2. Diese Reaktion 
wurde mit Zugabe von 1,5 M HCl gestoppt. Der Umsatz wurde bei 492 nm im 
Mikrotiterplatten-Fotometer gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte durch Microsoft 
Excel Solver
®
 oder SigmaPlot 10. 
Entsprechend der Ergebnisse wurde für Bindungsstudien an immobilisierten 
(Poly-)LacNAc-R Strukturen eine Konzentration an His6CGL2 aus dem Sättigungsbereich der 
Bindungskurve auf ASF gewählt. Je nach Güte der Aufreinigung lag diese Konzentration 
zwischen 50-100 µg/mL. 
6.6.2.1 Entschützung der Aminogruppe 
Um eine freie Aminogruppe zur Verfügung zu haben, musste von den Strukturen 
(Poly-)LacNAc-amino-tBoc die tBoc Schutzgruppe entfernt werden (Entschützung nach 
Sauerzapfe 2009). Im sauren Milieu bei einer Endkonzentration von 1 M HCl konnte die 
Schutzgruppe über Nacht bei 4 °C hydrolytisch abgespalten werden. Die Entschützung wurde 
mittels HPLC überprüft. Dafür wurden die Saccharide isokratisch bei 15 % Acetonitril mit 
0,1 % Ameisensäure aufgetrennt und bei 205 nm detektiert. Bei erfolgter Entschützung ergab 
sich eine Verschiebung der Retentionszeit auf ca. 4 min. Zusätzlich konnte die Entschützung 
mittels DC überprüft werden. Bei einer mobilen Phase von Isopropanol, Wasser, 30%-ige 
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Ammoniaklösung (7/2/1) auf einer stationären Phase (analog zu 6.4.4) konnten durch 
charakteristische Rf Werte von 0,05 die entschützten Saccharide identifiziert werden. 
Die Neutralisierung der sauren Sacharidlösung erfolgte an MTO-Dowex M43 Anion 
Exchange Resin (Dow Chemicals). Auf 1 mL Lösung wurden ca. 0,1 g Dowex Material über 
2-3 h gerührt und der pH Wert kontrolliert. Das Dowex Material wurde anschließend 
dreimalig mit Wasser gewaschen, die jeweiligen Überstände vereinigt und zusammen mit der 
neutralen Saccharidlösung am Rotationsverdampfer eingeengt. So konnten Produktverluste 
durch Adsorption am Dowex Material verringert werden. Der weiße Feststoff wurde 
anschließend in Immobilisierungspuffer (0,1 M Na2CO3, pH 9,6) in gewünschter 
Konzentration gelöst.  
6.6.2.2 ImmobilizerTM Nunc 
Primäre Aminogruppen wie sie durch Entschützung der Saccharid-amino Derivate entstanden 
sind, konnten über „amino-funktionalisierte“ Mikrotiterplatten-Oberflächen (ImmobilizerTM 
Amino Platten, Nunc) kovalent immobilisiert werden. Für die Plattenbeschichtung an 
Immobilizer
TM
 Amino Platten lief der Bindungsvorgang über Nacht und benötigte leicht 
alkalisches Milieu in 0,1 M NaCO3 Puffer, pH 9,6. Anschließend wurden übrige reaktive 
Gruppen der Plattenoberfläche mit 50 mM Ethanolamin in 0,1 M Na2CO3 Puffer für 1 h 
geblockt. Nach jedem weiteren Schritt erfolgte ein Waschvorgang mit je dreimal 250 µL 
PBS-T (50 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween, pH 7,5) und dreimal 250 µL PBS. 
Die Lektinlösung inkubierte 1 h bei RT. Biotinyliertes Lektin konnte über eine Streptavidin 
gekoppelte Peroxidase nachgewiesen werden (Inkubation 1 h). His6-markierte Lektine wurden 
mittels einer an einen Anti-His6 Antikörper gekoppelten HRP nachgewiesen werden. Falls 
gebundenes Lektin vorlag, fand eine Farbreaktion nach Zugabe von OPD-Substrat statt (Dako 
Cytomation
®
). Die OPD-Lösung wurde mit 3 mL MilliQ, 1 Tablette Dako-OPD Substrat und 
1,25 µL H2O2 angesetzt. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der OPD-Lösung fand die 
Inkubation mit 100 µL der Lösung pro Well im Dunkeln statt. Die Farbreaktion wurde mit 
100 µL 3 M HCl gestoppt und konnte bei einer OD von 492 nm ermittelt werden. Die 
Auswertung der Messdaten erfolgte mit SigmaPlot 10. 
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6.6.2.3 StarPEG 
Beschichtungen mit NCO-sP(EO-stat-PO) Hydrogelen wurden auf CovaLink Platten 
(Covalink Module NH F8, Nunc) in Kooperation mit T. Anders am DWI durchgeführt. 
CovaLink Platten tragen eine sekundäre Aminogruppe an der Oberfläche und sind reaktiv 
gegenüber Aldehyden. Die Beschichtung erfolgte nach dem beschriebenen Protokoll 
(Anders 2010). Die Funktionalisierung der Hydrogele erfolgte am DWI durch die Einbindung 
von Propargylamin, GlcNAc-Koppler oder alleinig dem Kopplermolekül in verschiedenen 
Konzentrationen während des Polimerisierungsprozesses. Die Platten wurden vor 
Durchführung der anschließenden Klickraktion dreimalig mit PBS Puffer gewaschen. Die 
Klickreaktion erfolgte nach 6.7.2. 
6.6.2.4 Voranol 
Die mit Dow Voranol
TM
 4053 (Dow Chemicals) beschichteten Platten wurden durch 
T. Anders im DWI der RWTH Aachen nach dem dort entwickelten Protokoll hergestellt. Die 
Funktionalisierung des Voranol Hydrogels mit Propargylain erfolgte in Kooperation mit dem 
DWI. Die anschließende Klickreaktion mit LacNAc-AzIII erfolgte nach dem Protokoll in 
Kapitel 5.7.2. 
6.7 Klickreaktion 
Die Klickreaktion zwischen Azid- und Propargylgruppe wurde entweder in Lösung oder 
direkt an immobilisierten Molekülen einer funktionalisierten Oberfläche durchgeführt.  
6.7.1 In Lösung 
Die Klickreaktion in Lösung erfolgte in Anlehnung an das beschriebene Protokoll von (Chan 
et al., 2004). In 60 mL tert-Butanol/ H2O (1:1) wurden zunächst 2,3 mmol Propargylamin 
(Synonym 2-Propin-1-amin, Gefahrstoffsymbole T, F) und 0,7 mmol GlcNAc-AzIII 
(=^   17,3 mol%) unter Rühren gelöst. Anschließend wurden 0,46 mmol Natriumascorbat 
(=^   20 mol%) und 0,115 mmol CuSO4 (=^   17,3 mol%) zugegeben. Es erfolgte ein Farb-
umschlag von gelb nach braun unter Bildung eines Präzipitates. Die Lösung inkubierte 
rührend bei RT über Nacht in einem dicht geschlossenen Gefäß. Das Reaktionsgemisch wurde 
anschließend nach 6.4.4 mittels DC untersucht. 
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6.7.2 Klickreaktion in der Mikrotiterplatte 
Die Klickreaktion wurde direkt in der Mikrotiterplatte durchgeführt. Zunächst wurde die 
aminoreaktive Nunc-Immobilizer
TM
 Amino Platte mit 40 mM Propargylamin in 50 mM 
Carbonatpuffer pH 9,6 über Nacht mit Alkingruppen funktionalisiert. Die Inkubation in der 
dicht verschlossenen Platte mit Propargylamin wurde im Abzug durchgeführt. Anschließend 
wurde die Platte mit 250 µL Puffer dreimal gründlich gewaschen. Die Platte wurde geblockt 
mit 250 µL Ethanolamin (50 mM) und danach erneut mit Puffer dreimal gewaschen. 
Für die folgende Klickreaktion wurden zwei Lösungen hergestellt: 25 µL Lösung A in H2O 
enthielt die doppelte Konzentration der gewünschten finalen Konzentration, 25 µL Lösung B 
in MeOH enthielt 2 mM CuSO4 und 8 mM Natriumascorbat. Die Lösungen A und B wurden 
1:1 direkt in das Well gegeben und dicht verschlossen. Bei 28 °C unter leichtem Schütteln 
wurde die Platte über Nacht inkubiert. Am Folgetag wurde die Platte dreimal mit PBS 
gewaschen und die geklickten Saccharide nachgewiesen analog des ELLAs beschrieben im 
Kapitel 6.6.2.2. 
Die Herstellung der sP(EO-stat-PO) Hydrogele und deren Funktionalisierung mit entweder 
40 mM Propargylamin oder eine ansteigende Konzentrationsreihe davon wurde im DWI 
durch T. Anders durchgeführt. Die Klickreaktion in der Mikrotiterplatte mit sP(EO-stat-PO) 
beschichteten Oberflächen sowie der anschließende ELLA wurde analog zum obigen 
Protokoll durchgeführt. Das gleiche Protokoll galt für die mit einer aufsteigenden 
Konzentrationsreihe  Propargylamin funktionalisierten Voranol-Hydrogele. 
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Abbildung XCI: HPLC Chromatogramm und MS Spektrum des LacNAc-AzI (4) Produktes im 
Syntheseansatz: gemessen m/z 407,2 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 408,2. 
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Abbildung XCII: 
1
H und 
13
C NMR Spektren des LacNAc-AzI (4) Produktes (zur Verfügung gestellt 
von T. Anders, DWI am ITMC der RWTH Aachen). 
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Abbildung XCIII: HPLC Chromatogramm und MS Spektrum des LacNAc-AzII (5) Produktes im 
Syntheseansatz: gemessen m/z 451,2 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 452,2. 
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Abbildung XCIV: 
1
H und 
13
C NMR Spektren des LacNAc-AzII (5) Produktes (zur Verfügung gestellt 
von T. Anders, DWI am ITMC der RWTH Aachen). 
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Abbildung XCV: HPLC Chromatogramm und MS Spektrum des LacNAc-AzIII (6) Produktes im 
Syntheseansatz: gemessen m/z 507,3 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 508,4. 
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Abbildung XCVI: 
1
H und 
13
C NMR Spektren des LacNAc-AzIII (6) Produktes (zur Verfügung 
gestellt von T. Anders, DWI am ITMC der RWTH Aachen). 
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Abbildung XCVII: Overlay des HPLC Chromatogramms (schwarz) und des MS Spektrums (blau) 
des Produktes Trisaccharid-AzII (10): gemessen m/z 654,3 für [M-H]
+
, für berechnet 
[M] m/z 655,3. 
 
Abbildung XCVIII: MS Spektrum des Trisaccharides-AzIII (11): gemessen m/z 710,4 für [M-H]
+
, für 
berechnet [M] m/z 711,3 (zur Verfügung gestellt von Dr. Bettray, OC der RWTH Aachen).  
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Abbildung XCIX: 
1
H und 
13
C NMR Spektren des Trisaccharid-AzIII (11) Produktes (zur Verfügung 
gestellt von T. Anders, DWI am ITMC der RWTH Aachen). 
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Abbildung C: HPLC Chromatogramm und MS Spektrum des Produktes di-LacNAc-AzIII (12) im 
Syntheseansatz: gemessen m/z 872,4 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 873,4. 
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Abbildung CI: 
1
H und 
13
C NMR Spektren des di-LacNAc-AzIII (12) Produktes (zur Verfügung 
gestellt von T. Anders, DWI am ITMC der RWTH Aachen). 
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Abbildung CII: MS Spektrum des Pentasaccharides-AzIII (13): gemessen m/z 1075,4 für [M-H]
+
, 
für berechnet [M] m/z 1076,4 (zur Verfügung gestellt von Dr. Bettray, OC der RWTH 
Aachen). 
 
Abbildung CIII:  MS Spektrum des tri-LacNAc-AzIII (14): gemessen m/z 1237,5 für [M-H]
+
, für 
berechnet [M] m/z 1238,5 (zur Verfügung gestellt von Dr. Bettray, OC der RWTH 
Aachen). 
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Abbildung CIV: MS Spektrum des Heptasaccharid-AzIII (15): gemessen m/z 1440,5 für [M-H]
+
, für 
berechnet [M] m/z 1441,5 (zur Verfügung gestellt von Dr. Bettray, OC der RWTH 
Aachen). 
 
Abbildung CV: MS Spektrum des LacNAc-amino-tBoc (19): gemessen m/z 525,2 für [M-H]
+
, für 
berechnet [M] m/z 526,2  (zur Verfügung gestellt von Dr. Bettray, OC der RWTH Aachen).
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Abbildung CVI: 
1
H und 
13
C NMR Spektren des LacNAc-amino-tBoc (19) (zur Verfügung gestellt 
von T. Anders, DWI am ITMC der RWTH Aachen). 
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Abbildung CVII: HPLC Chromatogramm und MS Spektrum des Produktes 
Trisaccharid-amino-tBoc (20) im Syntheseansatz: gemessen m/z 727,8 für [M-H]
+
, für 
berechnet [M] m/z 729,3. 
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Abbildung CVIII: 1H und 13C NMR Spektren des Trisaccharid-amino-tBoc (20) (zur Verfügung 
gestellt von T. Anders, DWI am ITMC der RWTH Aachen). 
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Abbildung CIX: MS Spektrum des di-LacNAc-amino-tBoc (21): gemessen m/z 890,4 für [M-H]
+
, für 
berechnet [M] m/z 891,4. (Zur Verfügung gestellt von Dr. Bettray, OC der RWTH 
Aachen). 
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Abbildung CX: 
1
H und 
13
C NMR Spektren des di-LacNAc-amino-tBoc (21) (zur Verfügung gestellt 
von T. Anders, DWI am ITMC der RWTH Aachen). 
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Abbildung CXI: Ausschnitt des HPLC Chromatogramms mit MS Spektrum des Pentasaccharid-
amino-tBoc (22) Produktes im Syntheseansatz: gemessen m/z 1093,5 für [M-H]
+
, für 
berechnet [M] m/z 1094,5. 
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Abbildung CXII: MS Spektrum des tri-LacNAc-amino-tBoc (23): gemessen m/z 1255,5 für [M-H]+, 
für berechnet [M] m/z 1256,5. (Zur Verfügung gestellt von Dr. Bettray, OC der RWTH 
Aachen). 
 
 
Abbildung CXIII: MS Spektrum des tetra-LacNAc-amino-tBoc (24): gemessen m/z 1620,6 für 
[M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 1621,6. (zur Verfügung gestellt von Dr. Bettray, OC der 
RWTH Aachen). 
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Abbildung CXIV: MS Spektrum des penta-LacNAc-amino-tBoc (25): gemessen m/z 1985,8 für 
[M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 1986,8 (zur Verfügung gestellt von Dr. Bettray, OC der 
RWTH Aachen). 
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Abbildung CXV: HPLC Chromatogramm und MS Spektrum des Produktes LacNAc-Propargyl 
(29) im Syntheseansatz: gemessen m/z 420,2 für [M-H]
+
, für berechnet [M] m/z 421,2.  
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Abbildung CXVI: 
1
H Spektrum des LacNAc-Propargyl (29) (zur Verfügung gestellt von T. Anders, 
DWI am ITMC der RWTH Aachen). 
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Abbildung CXVII: Bindungsverhalten des His6CGL2 auf Asialofetuin-funktionalisierten 
Mikrotiterplatten MaxiSorbTM (Nunc) bei einer OD 490nm. 
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11 Substanzen- und Geräteliste 
11.1 Substanzen 
Alkaline Phosphatase Fermentas, St. Leon-Rot 
Alle ungenannten Substanzen Roth, Karlsruhe 
Ampicillin Applichem, Darmstadt 
Anti-His6-Peroxidase Roche, Mannheim 
Benzonase Nuklease Merck, Darmstadt 
DAB-Substrat Roche, Mannheim 
Erythrina cristagalli lectin EC Vector Biolabs, Burlingame, USA 
Griffonia simplicifolia lectin II GSII Vector Biolabs, Burlingame, USA 
Hefeextrakt  MP Biomedicals, Solon, USA 
Laktat Dehydrogenase Roche, Mannheim 
Mops Applichem, Darmstadt 
NuPAGE
®
 LDS-Probenpuffer Invitrogen, Paisley, UK 
OPD Substrat DakoCytomation, Glostrüp, Dänemark 
PageRuler
TM
 Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot 
PVDF Invitrolon blotting membrane Invitrogen, Paisley, UK 
Pyruvat Kinase Roche, Mannheim 
Streptavidin HR Peroxidase Roche, Mannheim 
Tween
®
20 Applichem, Darmstadt 
UDP-Gal Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
UDP-GalNAc  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
UDP-GlcNAc Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
UDP-Glc Kyowa Hakko, Darmstadt 
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11.2 Geräte & Materialien 
ÄktaPrime GE Healthcare, Freiburg 
Biogel P2 superfine Bio-Rad Laboratories, München 
HPLC, analytisch 
Autosampler ASI100 
Pumpe P680 
Detektor 160S 
Chromeleon Software 
Dionex, Idstein 
 
 
 
 HPLC, präparativ 
Smartline Autosampler 3900 
Smartline Pump 1000 
Smartline UV-Detektor 2600 
Knauer, Berlin 
 
 
 
 
 
 
 
HPLC-MS 
Thermo Finnigan Surveyor MSQ 
Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA 
 
LiChrospher 100RP 18-5µ 250x4 mm CS Chromatographie-Service, Langerwehe 
Multospher
®
 APS-HP 5µ CS Chromatographie-Service, Langerwehe 
Mikrotiterplattenfotometer Tecan Sunrise Tecan, Österreich 
Mikrotiterplattenfotometer SpektraMax Plus Molecular Devices, Ismaning 
Mikrotiterplatten Immobilizer
TM
 Amino Nunc, Wiesbaden 
Mikrotiterplattenmodule Covalink NH F8 Nunc, Wiesbaden 
MaxiSorb U16 Mikrotiterplattenmodule Nunc, Wiesbaden 
MTO Dowex® M43 Supelco, Bellefonte, USA 
Ni
2+
-NTA Quiagen, Hilden 
Rotina 35R Tischzentrifuge Hettich, Tuttlingen 
SepPak
®
 Säulen Waters, Eschborn 
Sorvall-Zentrifuge Evolution-RC (Rotoren: 
SS34, SCL6000) 
 
 
Thermo Scientific, USA 
Ultraschall HD200 Bandelin, Berlin 
XCell SureLock Mini-Cell Invitrogen, UK 
XCell II
TM
 Blot Module Invitrogen, UK 
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